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UTILIZACIÓN DE TÉCNICAS GENÉTICAS Y ANTICUERPOS RECOMBINANTES PARA LA 
DETECCIÓN DE ALÉRGENOS ALIMENTARIOS DE ORIGEN VEGETAL 
 
El correcto etiquetado de los alimentos es un elemento fundamental para garantizar la 
seguridad alimentaria y prevenir los fraudes comerciales. En este marco, el Reglamento (CE) 
178/2002 reconoce a los consumidores el derecho a estar debidamente informados respecto 
a los alimentos que adquieren para que puedan elegir con conocimiento de causa los productos 
adecuados a sus necesidades. Este hecho se hace especialmente relevante en el caso de 
personas que sufren algún tipo de alergia alimentaria dado que, en estos individuos, incluso 
pequeñas cantidades del alérgeno pueden desencadenar una reacción adversa severa. Para 
proteger a los consumidores alérgicos, el Reglamento (UE) 1169/2011 establece un total de 14 
grupos de ingredientes que obligatoriamente deben declararse en el etiquetado de los 
productos que los contengan por ser los causantes de una elevada parte de las reacciones 
alérgicas humanas. Para dar cumplimiento a estas normativas, las industrias y agencias 
encargadas de la seguridad alimentaria deben disponer de técnicas analíticas sensibles y 
específicas para identificar aquellos alérgenos que puedan estar presentes, tanto de forma 
voluntaria como accidental, en los productos alimenticios. 
Las metodologías más extendidas para la detección de alérgenos en alimentos se basan en 
el análisis del ADN o de las proteínas. Entre las primeras, las técnicas de PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa) en tiempo real con sondas específicas son las más empleadas debido 
a su rapidez, especificidad y sensibilidad. Por otra parte, destacan también técnicas como la 
amplificación dependiente de ligasa de múltiples sondas (MLPA) que permiten la detección 
simultánea de varias dianas, si bien su desarrollo y aplicación al análisis de alérgenos 
alimentarios es aún escasa. Con relación a los métodos basados en el análisis de proteínas, los 
ensayos de inmunoabsorción ligados a enzimas (ELISA) tienen una amplia aceptación debido 
a su rapidez, sencillez, sensibilidad y capacidad de automatización. No obstante, la mayoría 
presentan los inconvenientes inherentes a la utilización de anticuerpos producidos en 
animales de experimentación. En este sentido, el desarrollo de inmunoensayos basados en 
anticuerpos recombinantes que no dependen de inmunizaciones in vivo es aún incipiente y 
proporciona una novedosa y prometedora alternativa para la detección de alérgenos 
alimentarios.  
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Teniendo en cuenta estos aspectos, en esta Tesis Doctoral se han empleado diferentes 
metodologías, genéticas e inmunológicas, para la detección de especies vegetales con potencial 
alergénico en alimentos. En primer lugar, se ha abordado el desarrollo de dos sistemas de 
MLPA para la detección simultánea de girasol, amapola, lino, sésamo y soja (MLPA de semillas) 
y de cereales de declaración obligatoria en el etiquetado de alérgenos: trigo, cebada, centeno y 
avena (MLPA de cereales). Asimismo, se ha desarrollado una técnica de PCR en tiempo real con 
sondas de hidrólisis Taqman para la detección conjunta de las tres principales especies de 
cereales con gluten (trigo, cebada y centeno). Por último, empleando la tecnología de phage 
display, se ha diseñado una nueva estrategia para la obtención de anticuerpos recombinantes 
que puedan emplearse en técnicas de ELISA para la detección de gluten en alimentos. Además, 
haciendo uso de las ventajas de esta tecnología, se han obtenido vectores de expresión para la 
producción en la levadura Pichia pastoris de los anticuerpos recombinantes frente al gluten 
fusionados a proteínas con propiedades luminiscentes con el fin de desarrollar nuevas 
metodologías analíticas basadas en las propiedades inherentes de estos anticuerpos. 
A continuación se resumen los principales resultados obtenidos tras la consecución de los 
objetivos mencionados: 
(1) El sistema MLPA de semillas, diseñado en la región espaciadora interna de la 
transcripción (ITS) del ARN ribosómico (ARNr) de girasol, amapola, lino, sésamo y soja, 
demostró un adecuado potencial para la detección múltiple y específica de ADN procedente de 
estas especies vegetales. El análisis de una matriz alimentaria enriquecida con diferentes 
concentraciones de las especies de interés y tratada a 180 °C/10 min, permitió establecer el 
límite de detección (LOD) de la técnica en 10 mg/kg. La aplicabilidad del sistema de MLPA se 
corroboró mediante el análisis de 56 productos comerciales y la posterior confirmación de los 
resultados por PCR en tiempo real, evidenciando la presencia de una o más especies 
alergénicas no declaradas en un 35,7 % de las muestras analizadas. 
(2) El sistema MLPA de cereales, diseñado en la región ITS del ARNr de avena y cebada, y en 
los genes de la glutenina de bajo peso molecular del trigo y la ω-secalina de centeno, consiguió 
la detección simultánea y específica de ADN procedente de diferentes cultivares de las especies 
de interés. El LOD de la técnica se estableció en este caso en 50 mg/kg, tras el análisis de una 
matriz alimentaria enriquecida con diferentes concentraciones de las especies diana y tratada 
a 180 °C/10 min. El análisis de 40 productos comerciales y la confirmación de los resultados 
mediante PCR en tiempo real, corroboró la adecuada aplicabilidad de la técnica, que evidenció 
la presencia de cereales alergénicos no declarados en un 25 % de las muestras analizadas. 
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 (3) El sistema de PCR en tiempo real diseñado en la región ITS del ARNr para la detección 
de cereales con gluten, permitió la amplificación específica de trigo, cebada y centeno con una 
eficiencia homogénea para todos los cultivares analizados. El análisis de una mezcla binaria de 
harina de maíz enriquecida con diferentes concentraciones de un homogeneizado de las tres 
especies de cereales (wheat/barley/rye mixture, WBRm) indicó que la sensibilidad de la técnica 
dependía de la intensidad del tratamiento térmico aplicado a las muestras. Por tanto, el LOD 
del ensayo se estableció en el intervalo de 10-50 mg/kg de WBRm, equivalente a una 
concentración teórica de gluten de 1-5 mg/kg. La aplicabilidad del método de PCR en tiempo 
real se demostró mediante el análisis de 220 productos comerciales y la posterior validación 
de los resultados obtenidos empleando el inmunoensayo oficial de ELISA basado en el 
anticuerpo R5 para la determinación de gluten en alimentos. El sistema de PCR desarrollado, 
fundamentado en la selección de dos valores umbrales de Cp, permitió la discriminación 
cualitativa de alimentos con niveles de cereales con gluten potencialmente peligrosos para los 
consumidores sensibles (Cp < 26) y alimentos libres de gluten (Cp > 33). 
(4) El cribado de una genoteca no inmune de anticuerpos de dominio único (dAbs) mediante 
selección por afinidad frente a un péptido sintético con repeticiones aminoacídicas presentes 
en las prolaminas del gluten, permitió el aislamiento de dos fago-anticuerpos (dAb8E y dAb4B) 
específicos para la detección de gluten procedente de trigo, cebada y centeno. El 
fago-anticuerpo dAb8E mostró las mejores cualidades para ser empleado como sonda de 
afinidad para el análisis de gluten en alimentos mediante ELISA. El LOD fue de 0,01 µg/mL 
cuando se analizaron diluciones seriadas del estándar de gliadina-PWG (Prolamin Working 
Group) y de 0,15 mg/g al analizar mezclas binarias de WBRm en una matriz de harina de arroz. 
Estos resultados evidenciaron el potencial de la técnica de ELISA basada en el fago-anticuerpo 
dAb8E para la detección de gluten en alimentos hasta una concentración de 20 mg/kg. El 
análisis comparativo de 50 productos comerciales mediante el inmunoensayo desarrollado y 
el ELISA comercial basado en el anticuerpo R5, mostró una buena correlación entre los 
resultados obtenidos por ambas técnicas. 
(5) Las secuencias codificadoras de los anticuerpos recombinantes específicos de gluten 
(dAb8E y dAb4B) se clonaron exitosamente en vectores de expresión para ser producidos en 
P. pastoris como proteínas de fusión a tres proteínas con propiedades luminiscentes: la 
luciferasa Lucia y las proteínas rojas fluorescentes mCherry y DsRed-Express2. La inducción 
de clones de P. pastoris transformados con las diferentes construcciones genéticas indicó que 
esta levadura es capaz de secretar anticuerpos funcionales fusionados a la proteína mCherry, 
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a diferencia de los anticuerpos quiméricos dAb-DsRed-Express2 que parecen retenerse en el 
interior celular. 
El análisis de los resultados obtenidos evidencia que las técnicas propuestas en esta Tesis 
Doctoral ofrecen un enorme potencial para la detección de alérgenos alimentarios. Las 
metodologías genéticas desarrolladas poseen una especificidad y sensibilidad adecuadas para 
garantizar el cumplimiento de las normas de etiquetado vigentes en la Unión Europea y 
mejorar la trazabilidad y autenticidad de los productos comercializados. Asimismo, la 
estrategia de obtención de fragmentos de anticuerpos a partir de genotecas de fagos 
recombinantes y su posterior modificación funcional mediante la fusión genética con proteínas 
luminiscentes, se presenta como una potente herramienta en el desarrollo de métodos 
inmunológicos para la detección de gluten en alimentos evitando el empleo de animales de 
experimentación. 
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USE OF GENETIC TECHNIQUES AND RECOMBINANT ANTIBODIES FOR DETECTION OF 
PLANT FOOD ALLERGENS. 
  
Correct food labelling is a critical element to ensure food safety and prevent commercial 
fraud. In this framework, Regulation (EC) 178/2002 recognises consumer’s right to be 
well-informed about the food they purchase so that they can choose the products that best 
meet their needs. This fact is especially relevant for people suffering from food allergies since 
in these individuals even small amounts of the allergen can trigger a severe adverse reaction. 
To protect allergic consumers, Regulation (EU) 1169/2011 establishes a total of 14 groups of 
ingredients that must be declared on the labelling of foodstuffs, as they are responsible for a 
high proportion of human allergic reactions. To comply with these regulations, industries and 
food agencies must be provided with sensitive and specific analytical techniques to identify 
those allergens that may be voluntarily or accidentally present in food products. 
The most widespread methodologies for detection of allergens in foods are based on DNA 
or protein analysis. Among DNA-based techniques, real-time PCR (polymerase chain reaction) 
with specific probes are the most commonly used due to their speed, specificity and sensitivity. 
In addition, techniques such as multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) that 
allow simultaneous detection of several targets are also of particular interest, although their 
development and application to food allergen analysis is still scarce. With regard to 
protein-based methods, enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) are widely accepted 
due to their speed, simplicity, sensitivity and automation capacity. However, most show the 
inherent drawbacks of employing antibodies raised in animals. In this sense, the development 
of immunoassays based on recombinant antibodies that do not depend on in vivo 
immunizations is still incipient and provides a novel and promising alternative for the 
detection of food allergens. 
Considering these aspects, different genetic and immunological methodologies have been 
employed in this Doctoral Thesis for detection of plant species with allergenic potential in 
foods. Firstly, the development of two MLPA systems has been addressed for the simultaneous 
detection of sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy (“seeds MLPA”) and allergenic cereals 
requiring mandatory labelling: wheat, barley, rye and oats (“cereals MLPA”). In addition, a real-
time PCR with Taqman hydrolysis probes has been developed for the concurrent detection of 
the three main gluten-containing cereal species (wheat, barley and rye). Finally, by means of 
phage display technology, a new strategy has been designed to produce recombinant 
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antibodies that can be used in ELISA techniques for the detection of gluten in foods. Moreover, 
taking advantage of this technology, expression vectors have been obtained for production of 
recombinant antibodies against gluten fused to proteins with luminescent properties in the 
yeast Pichia pastoris in order to develop new analytical methodologies based on the inherent 
properties of these antibodies. 
The main results obtained in relation to the above mentioned objectives are summarised 
below: 
(1) The seeds MLPA system, designed in the internal transcribed spacer (ITS) region of the 
ribosomal RNA (rRNA) of sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy, demonstrated an 
adequate potential for the multiple and specific detection of DNA from these plant species. The 
analysis of a food matrix enriched with different concentrations of the target species and 
treated at 180 °C/10 min, allowed to establish the limit of detection (LOD) of the method in 
10 mg/kg. The applicability of the MLPA system was corroborated through the analysis of 56 
commercial food products and the subsequent confirmation of the results by real-time PCR, 
evidencing the presence of one or more undeclared allergenic species in 35,7 % of the analysed 
samples. 
(2) The cereals MLPA system, designed in the rRNA ITS region of oats and barley, and in the 
genes of the low molecular weight glutenin of wheat and the ω-secaline of rye, allowed 
simultaneous and specific detection of DNA from different cultivars of the target species. In this 
case, the LOD of the technique was established at 50 mg/kg, upon analysis of a food matrix 
enriched with different concentrations of the target species and treated at 180 °C/10 min. The 
analysis of 40 commercial food products and the validation of the results by real-time PCR 
confirmed the adequate applicability of the technique, which evidenced the presence of 
undeclared allergenic cereals in 25 % of the analysed samples. 
 (3) The real-time PCR system designed in the rRNA ITS region for detection of the main 
gluten containing-cereals, allowed the specific amplification of wheat, barley and rye with a 
homogeneous efficiency for all the tested cultivars. The analysis of a maize-based binary 
mixture spiked with different concentrations of a mixture of the three cereal species 
(wheat/barley/rye mixture, WBRm) indicated that the sensitivity of the technique was affected 
by the intensity of the heat treatment applied to the samples. Therefore, the LOD of the assay 
was established in the range of 10-50 mg/kg of WBRm, content which could be theoretically 
equated to 1-5 mg/kg of gluten. The applicability of the real-time PCR method was 
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demonstrated through the analysis of 220 commercial food products and the subsequent 
validation of the obtained results using the official R5-ELISA immunoassay for gluten 
determination in foods. The developed real-time PCR system, based on the selection of two Cp 
threshold values, allowed qualitative discrimination of foods with potentially harmful levels of 
gluten-containing cereals for sensitive consumers (Cp < 26) and gluten-free foods (Cp > 33). 
(4) The screening of a naïve single-domain antibody (dAb) library against a synthetic 
peptide of amino acid repeats present in the gluten prolamins, enabled the isolation of two 
phage antibodies (dAb8E and dAb4B) specific for detection of gluten from wheat, barley and 
rye. The phage-antibody dAb8E exhibited the most suitable attributes to be used as affinity 
probe for the analysis of gluten in foods by ELISA. The LOD was 0.01 µg/mL when analysing 
serial dilutions of the PWG (Prolamin Working Group)-gliadin standard and 0.15 mg/g of 
WBRm when rice based binary mixtures were tested. These results highlighted the potential 
of the ELISA methodology based on the antibody dAb8E-phage for the detection of gluten in 
foods up to a concentration of 20 mg/kg. Comparative analysis of 50 commercial food products 
by means of the developed immunoassay and the commercial ELISA based on R5 antibody, 
showed a good correlation between the results obtained by both techniques. 
 
(5) The coding sequences of the gluten-specific recombinant antibodies (dAb8E and dAb4B) 
were successfully cloned into expression vectors to be produced in P. pastoris as fusion 
proteins to three proteins with luminescent properties: the luciferase Lucia and the red 
fluorescent proteins mCherry and DsRed-Express2. The induction of P. pastoris clones 
transformed with the different genetic constructs indicated that this yeast is able to secrete 
functional antibodies fused to the mCherry protein, as opposed to the dAb-DsRed-Express2 
chimeric antibodies that seem to be retained inside the cell. 
Analysis of the results obtained demonstrates that the techniques proposed in this work 
possess significant potential in the field of food allergen detection. The developed genetic 
methodologies provide adequate specificity and sensitivity to ensure compliance with 
European labelling rules and to improve traceability and authenticity of marketed products. 
Likewise, the production of antibody fragments from recombinant phage libraries and their 
subsequent functional modification through genetic fusion with luminescent proteins is 
proposed as a powerful tool in the development of immunological methods for the detection 
of gluten in foods avoiding the use of experimental animals. 
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El aumento en la incidencia de diversas reacciones adversas a los alimentos observado en 
las últimas décadas conlleva una importante preocupación, tanto para la población general 
como para la industria alimentaria y las autoridades sanitarias. En este sentido, el diagnóstico 
cada vez más frecuente de alergias e intolerancias alimentarias, ha reforzado la importancia de 
verificar la autenticidad y el correcto etiquetado de los alimentos. Por ello, para proteger a los 
consumidores sensibles es especialmente importante asegurar la trazabilidad de todos los 
ingredientes empleados en la preparación de un alimento y su declaración en un etiquetado 
veraz y libre de ambigüedades, sobre todo en el caso de los componentes potencialmente 
alergénicos. 
Debido a que en la actualidad no existe tratamiento para la mayoría de las reacciones de 
hipersensibilidad a los alimentos, la principal medida de control consiste en evitar la 
exposición involuntaria de los consumidores sensibles a los alérgenos alimentarios. Desde la 
implantación del Reglamento (UE) 1169/2011, que establece la obligatoriedad de declarar los 
ingredientes recogidos en su Anexo II, la información disponible en el etiquetado de los 
alimentos relativa a los alérgenos ha mejorado significativamente. Sin embargo, no siempre es 
fácil garantizar la ausencia de un determinado ingrediente alergénico, ya que en ocasiones éste 
puede estar presente en el alimento de manera accidental y, como consecuencia, no aparecer 
reflejado en el etiquetado. En este sentido, el último informe anual de la Comisión Europea 
sobre el Sistema de Alerta Rápida para Alimentos y Piensos (RASFF) mostró un preocupante 
número de notificaciones por la presencia de alérgenos alimentarios ocultos, entre los que la 
leche, el gluten, la soja y los frutos de cáscara son los más frecuentemente comunicados. La 
industria y las autoridades competentes se enfrentan, por tanto, al reto de asegurar una gestión 
adecuada del riesgo de alergenicidad en toda la cadena alimentaria, desde los ingredientes 
hasta los productos comercializados. En este escenario, la Autoridad Europea de Seguridad 
Alimentaria (EFSA) considera una línea prioritaria de actuación la investigación en métodos 
fiables de detección y cuantificación de componentes alergénicos en los alimentos, tanto 
aquellos de declaración obligatoria como otros alérgenos emergentes que también pueden 
causar reacciones graves en consumidores sensibles. 
Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, en la presente Tesis Doctoral se han 
abordado los siguientes objetivos: (1) desarrollo de metodologías de MLPA para la detección 
simultánea de especies vegetales como girasol, amapola, lino, sésamo, soja y cereales de 
declaración obligatoria (trigo, cebada, centeno y avena) en alimentos; (2) desarrollo de una 
técnica de PCR en tiempo real para la detección conjunta de ADN procedente de los principales 
cereales con gluten (trigo, cebada y centeno) en alimentos; (3) puesta a punto de una estrategia 
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de selección de fago-anticuerpos recombinantes para la detección de gluten en alimentos a 
partir del cribado mediante phage display de una genoteca de fagos comercial; y (4) obtención 
de vectores de expresión para la producción, empleando como sistema de expresión la 
levadura P. pastoris, de anticuerpos recombinantes con propiedades luminiscentes frente al 
gluten. 
Para llevar a cabo los objetivos mencionados ha sido necesaria la consecución de los 
siguientes objetivos específicos: 
OBJETIVO 1. Empleo de técnicas de MLPA para la detección múltiple en alimentos de 
especies vegetales alergénicas como girasol, amapola, lino, sésamo y soja (MLPA de semillas) 
y cereales de declaración obligatoria en el etiquetado: trigo, cebada, centeno y avena (MLPA de 
cereales). 
1.1. Selección de marcadores genéticos adecuados y diseño de parejas de hemi-sondas de 
hibridación específicas para cada una de las especies vegetales objeto de estudio. 
1.2. Desarrollo de dos sistemas de MLPA (semillas y cereales) empleando las hemi-sondas 
diseñadas para la detección simultánea de las especies diana en alimentos. 
1.3. Evaluación de la aplicabilidad de las metodologías de MLPA desarrolladas para la 
detección de los alérgenos de interés en productos comerciales y validación de los resultados 
obtenidos mediate técnicas de PCR en tiempo real. 
OBJETIVO 2. Empleo de una técnica de PCR en tiempo real con sondas de hidrólisis 
Taqman® para la detección conjunta del grupo de los cereales con gluten (trigo, cebada y 
centeno) en alimentos. 
2.1. Selección de marcadores genéticos adecuados y diseño de cebadores específicos y 
sonda de hidrolisis Taqman® para la amplificación conjunta de trigo, cebada y centeno. 
2.2. Desarrollo y validación del sistema de PCR en tiempo real empleando los cebadores y 
sonda de hidrólisis diseñados para la detección de las especies diana en alimentos. 
2.3. Evaluación de la aplicabilidad de la técnica de PCR en tiempo real desarrollada para la 
detección de trigo, cebada y centeno en productos comerciales, y posterior validación de los 
resultados obtenidos con el inmunoensayo oficial de ELISA para la determinación de gluten en 
alimentos. 
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OBJETIVO 3. Obtención de fago-anticuerpos recombinantes mediante la tecnología de 
expresión de proteínas heterólogas en la superficie de fagos (phage display) para su empleo 
como sondas de afinidad en técnicas de ELISA para la detección de gluten en alimentos. 
3.1. Selección de fragmentos de anticuerpos de dominio único (dAb) mediante phage display 
en función de su afinidad por un péptido sintético que comprende repeticiones aminoacídicas 
presentes en el gluten. 
3.2. Caracterización de los fago-anticuerpos aislados a través del análisis de sus secuencias 
nucleotídicas y selección del clon que presente mejores características analíticas para detectar 
de manera específica y sensible el gluten presente en trigo, cebada y centeno. 
3.3. Evaluación de la aplicabilidad del fago-anticuerpo seleccionado para su empleo en una 
técnica rápida de ELISA para la determinación de gluten en productos comerciales y posterior 
validación de los resultados obtenidos con el inmunoensayo oficial de ELISA para la 
determinación de gluten en alimentos. 
OBJETIVO 4. Modificación funcional de los anticuerpos recombinantes frente al gluten 
mediante la obtención de vectores de expresión para la producción en la levadura Pichia 
pastoris de fragmentos de anticuerpos fusionados a proteínas con propiedades luminiscentes. 
4.1. Obtención de vectores de expresión adecuados para la expresión extracelular 
empleando P. pastoris de las secuencias de los dAbs específicos de gluten fusionadas 
genéticamente a la luciferasa Lucia y a las proteínas rojas fluorescentes mCherry y 
DsRed-Express2. 
4.2. Inducción de los clones de P. pastoris transformados con las diferentes construcciones 
para evaluar la capacidad de secreción de las proteínas de fusión diseñadas al emplear como 
sistema de expresión esta levadura metilotrófica. 
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II. 1.  REACCIONES ADVERSAS A LOS ALIMENTOS 
En las últimas décadas, la oferta de productos alimenticios disponibles en la dieta de los 
países desarrollados se ha ampliado notablemente. Ello ha determinado un considerable 
aumento en la prevalencia de reacciones adversas a los alimentos, término que engloba tanto 
a las alergias como a las intolerancias alimentarias, entre otras patologías. Una reacción 
adversa a un alimento se define como cualquier respuesta clínicamente anormal que puede 
atribuirse a la ingestión, contacto o inhalación de dicho alimento, los derivados del mismo o un 
aditivo que lo contenga, cuyo mecanismo puede tener, o no, un componente inmunológico 
(Cianferoni y Spergel, 2009; Montalto et al., 2008; Ruiz-Sánchez et al., 2018). 
Los grandes avances en el conocimiento de las reacciones adversas a los alimentos han 
promovido diversas iniciativas para unificar la nomenclatura empleada en su denominación. 
La Academia Europea de Alergia e Inmunología Clínica (EAACI, European Academy of Allergy 
and Clinical Immunology) propuso en 2001 una serie de definiciones, revisadas en 2003 por la 
Organización Mundial de Alergia (WAO, World Allergy Organization) (Johansson et al., 2001; 
2004). En esta clasificación se propone una primera diferenciación entre reacciones adversas 
tóxicas y no tóxicas (Figura 1). Las primeras están producidas por alimentos que contienen 
toxinas, metales pesados, plaguicidas o sustancias con actividad farmacológica, entre otros. En 
estos casos, a pesar de que la sintomatología puede variar según el individuo, es común que 
afecte a todos aquellos que consuman el alimento si la cantidad ingerida es lo suficientemente 
alta. Las reacciones no tóxicas se describen bajo el amplio término de hipersensibilidad 
alimentaria y dependen de la susceptibilidad individual del consumidor. Cuando la reacción de 
hipersensibilidad está iniciada por mecanismos inmunológicos, se conoce como alergia 
alimentaria. Por el contrario, la hipersensibilidad no alérgica, comúnmente denominada 
intolerancia alimentaria, engloba a un conjunto de patologías asociadas con mecanismos muy 
diversos de origen no inmunológico (Besler, 2001; Rosas, 2006; Ruiz-Sánchez et al., 2018). Esta 
clasificación fue asimismo aceptada en 2010 por un panel de expertos del Instituto Nacional de 
Alergia y Enfermedades Infecciosas (NIAID, National Institute of Allergy and Infectious 
Diseases) (Sicherer y Sampson, 2018). 
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Figura 1. Clasificación de las reacciones adversas a los alimentos (Johansson et al., 2004; Rosas, 2006). 
II. 1. 1.  Alergia alimentaria 
El término de alergia alimentaria recoge a aquellas reacciones adversas a un alimento en las 
que se ha comprobado que existe una respuesta inmunitaria implicada en su patogénesis, por 
lo que se producen únicamente en individuos previamente sensibilizados. Se han descrito 
diversos factores, tanto genéticos como ambientales, que junto a una serie de características 
antigénicas de las proteínas alimentarias influyen en el desarrollo de la alergia alimentaria. En 
1963, los inmunólogos británicos Philip G. H. Gell y Robert R. A. Coombs propusieron una 
clasificación de las reacciones alérgicas que, a día de hoy, sigue empleándose (Figura 1). De 
este modo, dependiendo de los componentes del sistema inmunitario que inician la respuesta, 
pueden darse cuatro tipos de hipersensibilidades: tipo I o inmediata (mecanismo mediado por 
inmunoglobulinas IgE), tipo II o citotóxica (mecanismo mediado por inmunoglobulinas IgG e 
IgM), tipo III o de inmunocomplejos (mecanismo mediado por complejos inmunitarios 
antígeno-IgG/IgM) y tipo IV o retardado (mecanismo mediado por linfocitos T). La 
hipersensibilidad no mediada por IgE recoge las reacciones de tipo II, III y IV. Además, ciertas 
enfermedades presentan una patogénesis donde intervienen mecanismos mixtos como la 
esofagitis y gastroenteritis eosinofílicas, la dermatitis atópica y el asma alérgico (Macías-
Iglesias, 2018; Uzzaman y Komarow, 2013). En todos estos procesos, lo que se produce de 
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manera general es una pérdida de la tolerancia a un determinado componente alimentario 
(Renz et al., 2017, Ahrens et al., 2016). 
Las alergias alimentarias representan un problema de salud pública importante, 
particularmente en los países desarrollados donde se ha observado un paulatino aumento de 
su prevalencia a nivel mundial en las últimas décadas (Figura 2) (de la Cruz et al., 2018; Nwaru 
et al., 2014; Renz et al., 2017). Este hecho es especialmente alarmante en el caso de la población 
infantil ya que, si bien la prevalencia en adultos es de aproximadamente un 2-4 %, se estima 
que alrededor del 6-8 % de los niños padecen alergias alimentarias y, hasta un 3 %, ha 
experimentado complicaciones sanitarias (Gupta et al., 2011; Rona et al., 2007; Taylor-Black y 
Wang, 2012; Zuidmeer et al., 2008). Concretamente en Europa, se calcula que alrededor de 
20 millones de ciudadanos sufren o han sufrido a lo largo de su vida algún tipo de alergia 
alimentaria. El hecho de que la población adulta presente una menor incidencia que la infantil 
refleja cómo ciertos individuos acaban desarrollando una tolerancia natural al alimento por 
mecanismos que, a día de hoy, no se conocen del todo (Ahrens et al., 2016). No obstante, cada 
vez se comprenden mejor los posibles factores de riesgo cuyo control podría ayudar a prevenir 
la alergia a los alimentos en el futuro, como el exceso de higiene, la influencia del microbioma, 
la insuficiencia de vitamina D, el menor consumo de ácidos grasos poliinsaturados y 
antioxidantes, o el riesgo de retrasar la ingesta de determinados alérgenos en los primeros 
meses de vida (Allen y Koplin, 2012; Cochrane et al., 2009; Renz et al., 2017; Sicherer y 
Sampson, 2018). Asimismo, las variaciones en la dieta y la modificación de los métodos de 
procesado de los alimentos también podrían ser factores ambientales influyentes en el 
desarrollo de alergias alimentarias (EFSA, 2014).  
Los alérgenos son sustancias extrañas al organismo que poseen la capacidad de generar una 
respuesta inmunológica exacerbada. La patogénesis de una alergia alimentaria comienza con 
un proceso de sensibilización que tiene lugar principalmente a través del tracto 
gastrointestinal, aunque en algunas ocasiones se puede producir sensibilización por vía 
pulmonar frente a alérgenos alimentarios que poseen reactividad cruzada con el polen de 
algunas plantas (Uzzaman y Komarow, 2013). Prácticamente todos los alérgenos que producen 
una sensibilización a través del tracto gastrointestinal presentan características moleculares 
que incrementan su estabilidad térmica y su resistencia a la digestión ácida o enzimática 
(proteasas). Por el contrario, los alérgenos vegetales relacionados con el polen poseen una 
menor estabilidad, por lo que solo inducen síndrome de alergia oral y a menudo pierden su 
capacidad inmunogénica con el cocinado. Los alérgenos alimentarios se engloban en un 
número limitado de familias proteicas atendiendo a secuencias de aminoácidos compartidas y 
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estructuras tridimensionales conservadas, por lo que frecuentemente una misma familia 
comparte la ruta de sensibilización. Las principales familias de alérgenos de origen animal son 
las tropomiosinas, las caseínas y las parvalbúminas. Por su parte, las especies de origen vegetal 
poseen diferentes alérgenos clasificados dentro las siguientes superfamilias: las prolaminas 
(que engloban a las proteínas transportadoras de lípidos no específicas, a las albúminas 2S o 
las proteínas inhibidoras de la α-amilasa/tripsina), las cupinas (globulinas 7S y 11S), los 
homólogos de Bet v 1 y proteínas de defensa como las proteasa de cisteína (Breiteneder y Mills, 
2014; Breiteneder y Radauer, 2004; Villaño et al., 2012). 
 
Figura 2. Diagrama de la prevalencia mundial de la alergia alimentaria (adaptada de Renz et al., 2017). 
A pesar de que existe una gran cantidad de sustancias potencialmente alergénicas en los 
alimentos (principalmente de naturaleza proteica), el 90 % de las reacciones adversas están 
causadas por un número reducido de ellos. Se trata de ocho grupos de alimentos conocidos 
como “the big eight”: leche de vaca, huevo, pescado, crustáceos, cacahuetes, soja, frutos de 
cáscara y trigo (Alves et al., 2016). En un estudio reciente realizado en Europa, se describe una 
prevalencia en los últimos años de entre el 0,1 y el 0,6 % para cada uno de estos grupos de 
alimentos, lo que supone una prevalencia global en la población de aproximadamente un 6 % 
(Nwaru et al., 2014). En general, la mayoría de niños alérgicos a la leche, huevo, soja y trigo 
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desarrollan tolerancia a estos alimentos durante la primera década de vida, mientras que las 
alergias a los frutos de cáscara, cacahuete, sésamo, pescado, mariscos y crustáceos, suelen 
permanecer en la edad adulta (Savage y Johns, 2015; Sicherer y Sampson, 2018; Waserman et 
al., 2018). 
II. 1. 1. 1.  Alergia alimentaria mediada por IgE (hipersensibilidad tipo I) 
La hipersensibilidad de tipo I está desencadenada por una respuesta humoral a un antígeno 
mediada por inmunoglobulina E. Se trata del tipo de reacción adversa más comúnmente 
asociada con la alergia alimentaria y los síntomas suelen aparecen rápidamente (entre varios 
minutos y dos horas tras la ingesta), por lo que también se conoce como hipersensibilidad de 
tipo inmediata. Esta reacción requiere, en cualquier caso, una primera exposición al alérgeno 
capaz de producir la sensibilización del individuo, que en muchas ocasiones puede haber sido 
asintomática (Berciano y Caro, 2008; Cianferoni y Spergel, 2009; Sicherer y Sampson, 2018). 
Esta primera etapa de sensibilización o de inducción comienza con la absorción del alérgeno a 
través del epitelio intestinal, de manera que accede a la mucosa donde se encuentran las células 
efectoras del sistema inmunitario. Cuando se produce el contacto con el alérgeno, los 
linfocitos B secretan grandes cantidades de IgE específicas que circulan por todo el organismo 
a través del torrente sanguíneo. Cuando estos anticuerpos se unen a los receptores de alta 
afinidad de mastocitos y basófilos se considera que estas células se han sensibilizado frente al 
alérgeno que ha provocado la producción de IgE. En el caso de una segunda exposición al 
alérgeno alimentario (o a un epítopo similar presente en otro antígeno), se produce la 
denominada fase de provocación o fase efectora, que induce la degranulación de estos 
mastocitos y basófilos sensibilizados y la liberación de mediadores que actúan como sustancias 
inflamatorias que desencadenan la reacción alérgica. En esta fase, se produce la liberación de 
mediadores químicos preformados como la histamina, triptasa y quimasa, y la síntesis de novo 
de mediadores como el factor activador de plaquetas y los metabolitos lipídicos derivados del 
ácido araquidónico (leucotrienos, prostaglandinas, etc.). Todo este proceso desencadena en las 
diferentes respuestas fisiológicas de la reacción alérgica (vasodilatación, aumento de la 
permeabilidad vascular, activación de los nervios nociceptores, etc.) (Cianferoni y Spergel, 
2009; Renz et al., 2017).  
Las manifestaciones clínicas de la alergia alimentaria inmediata pueden desencadenar 
síntomas de diferente severidad que afectan tanto a la piel como a los sistemas respiratorio, 
digestivo y cardiovascular (Tabla 1) (Waserman et al., 2018). A excepción de las migrañas, no 
suelen producirse efectos sobre el sistema nervioso central y tampoco es frecuente que 
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provoquen asma o rinitis. La aparición de estos síntomas no es dosis-dependiente; es decir, 
una mínima ingesta de la sustancia tóxica podría desencadenar los síntomas. Además, el nivel 
de sensibilidad a un mismo alérgeno puede variar en varios órdenes de magnitud en función 
de la susceptibilidad individual. En los casos más severos, el individuo puede sufrir un cuadro 
fatal conocido como anafilaxia, que se define como una reacción de hipersensibilidad grave, 
potencialmente mortal, generalizada o sistémica, que suele presentarse dentro de un lapso de 
tiempo limitado tras la exposición al antígeno. La ingesta de cacahuetes está descrita como la 
causa más común de muerte por anafilaxia alimentaria, pero también puede deberse al 
consumo de otros alimentos como frutos de cáscara, soja, sésamo, huevo, marisco y pescados 
(Villaño et al., 2012).   
El diagnóstico de una alergia alimentaria no suele basarse en una única prueba. Entre las 
más utilizadas se encuentran el test por punción (SPT, skin prick test) y la determinación de 
IgEs específicas en el suero de los pacientes, que permiten además reconocer frecuentemente 
el alimento implicado y el posible mecanismo inmunológico subyacente (Berciano y Caro, 
2008; Renz et al., 2017; Rosas, 2006; Savage y Johns, 2015). En casos dudosos en los que el 
historial del paciente constata la presencia de una alergia alimentaria, también se puede 
recurrir a pruebas de provocación oral controladas, dietas de eliminación de alimentos o 
grupos de alimentos y diarios que reflejen la dieta seguida y los síntomas desarrollados 
(Sicherer y Sampson, 2014; Soares-Weiser et al., 2014).  
A nivel mundial, la mayor prevalencia de alergia alimentaria mediada por IgE se da en 
Australia, donde un 10 % de la población infantil ha sido diagnosticada con esta patología 
(Renz et al., 2017; Sicherer y Sampson, 2018). Sin embargo, otras áreas desarrolladas como 
Europa y los Estados Unidos tienen una prevalencia poblacional menor, estimada en el 
intervalo de 1-5 % (Rosas, 2006). A pesar de ello, se debe tener en cuenta que los estudios 
sobre prevalencia son a menudo imprecisos dado que, para permitir una correcta comparativa, 
deberían estar basados en metodologías armonizadas como la prueba de provocación oral 
doble ciego controlada por placebo (DBPCFC, double-blind placebo-controlled food challenge) 
(Allen y Koplin, 2012; Waserman et al., 2018). En este sentido, existe una clara sobreestimación 
de la prevalencia de la alergia alimentaria, y se calcula que aproximadamente solo un tercio de 
las alergias auto-informadas se han confirmado en las pruebas de provocación oral (Macías-
Iglesias, 2018). 
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Tabla 1. Manifestaciones clínicas de las alergias alimentarias (Waserman et al., 2018). 
Manifestación clínica 
Hipersensibilidad 
mediada por IgE 
Hipersensibilidad no 
mediada por IgE 
Dérmicas   
Urticaria X  
Angioedema X  
Eritema X X 
Prurito X X 
Lesiones eccematosas X X 
Respiratorias   
Edema laríngeo X  
Rinorrea X  
Broncoespasmos X  
Congestión nasal X  
Tos X  
Disnea X  
Digestivas   
Angioedema X  
Inflamación de la lengua X  
Vómitos X X 
Diarrea X X 
Dolor X X 
Cardiovasculares   
Síncope X  
Hipotensión X  
Taquicardia X  
Reacciones generales   
Anafilaxia X  
Anafilaxia inducida por el ejercicio X  
Anafilaxia inducida por AINEs, aspirina o 
alcohol 
X 
 
II. 1. 1. 2.  Alergia alimentaria no mediada por IgE 
Gran parte de las reacciones alérgicas no mediadas por IgE se producen mediante un 
mecanismo de hipersensibilidad de tipo IV, donde los linfocitos T son los principales 
mediadores de la reacción inflamatoria. Dado que los síntomas pueden aparecer desde horas 
hasta semanas después de la ingesta del alimento, también se conoce como hipersensibilidad 
alimentaria retardada, lo que suele dificultar su diagnóstico. Existen evidencias que sugieren 
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que las enfermedades alérgicas gastrointestinales no mediadas por IgE están fuertemente 
asociadas con la disfunción de la barrera epitelial gastrointestinal (Uzzaman y Komarow, 
2013). 
Entre los trastornos que abarca este tipo de hipersensibilidad se encuentran principalmente 
patologías gastrointestinales, siendo la enfermedad celiaca una de las más conocidas. Otras 
enfermedades gastrointestinales asociadas a este tipo de hipersensibilidad son el síndrome de 
enterocolitis inducida por proteínas alimentarias (FPIES, food protein-induced enterocolitis 
syndrome), la proctocolitis alérgica, la enteropatía inducida por proteínas alimentarias o la 
anemia por deficiencia de hierro inducida por proteínas de la leche de vaca. Además, también 
se han descrito dentro de este grupo manifestaciones cutáneas como la dermatitis por contacto 
y la dermatitis herpetiforme (conocida como la enfermedad celiaca de la piel), y pulmonares 
como el síndrome de Heiner. El diagnóstico de estas patologías es más complejo que el de las 
asociadas a la hipersensibilidad mediada por IgE, ya que frecuentemente se requiere de 
técnicas invasivas para obtener un diagnóstico fiable. Por ello, es importante entender los 
síntomas que desencadenan los diferentes desórdenes clínicos asociados con la alergia 
alimentaria (Tabla 1) y normalmente es necesaria la exclusión diagnóstica de otras 
enfermedades no alérgicas con sintomatología similar. Además, la implicación de un alimento 
concreto en este tipo de alergias solo se puede determinar a través del historial clínico y la 
evolución del paciente en dietas de eliminación y provocación (Connors et al., 2018; Sicherer y 
Sampson, 2018). 
Aunque pueden producirse por diferentes tipos de alimentos, la mayoría de las reacciones 
de hipersensibilidad retardada están causadas por la leche de vaca, la soja, el trigo y el huevo. 
Tras su diagnóstico, los pacientes deben eliminar de la dieta el alimento que causa la reacción. 
Sin embargo, dado que algunas de estas patologías se resuelven en los primeros años de vida, 
en algunos casos se recomienda reintroducir el alimento pasado el tiempo para comprobar si 
se ha adquirido tolerancia al mismo (Nowak-Węgrzyn et al., 2015). 
II. 1. 2.  Hipersensibilidad no alérgica a los alimentos 
Comúnmente conocida como intolerancia alimentaria, la hipersensibilidad no alérgica a los 
alimentos comprende aquellas respuestas adversas a un alimento que se originan por un 
mecanismo no inmunológico. Este tipo de patologías representa un elevado porcentaje de las 
reacciones adversas humanas producidas por los alimentos (Montalto et al., 2008; Ortolani y 
Pastorello, 2006). Las intolerancias alimentarias pueden ser de tipo farmacológico, metabólico 
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o de idiosincrasia indeterminada (con mecanismo desconocido o de origen múltiple). Una 
intolerancia farmacológica está causada por una hiperreactividad a sustancias que se 
encuentran de manera natural en los alimentos (como histamina, fenilalanina y tiamina), 
originando diversas manifestaciones en determinados individuos incapaces de metabolizarlas 
correctamente. Las intolerancias metabólicas ocurren cuando el individuo presenta un déficit 
de ciertos componentes (generalmente enzimas) necesarios durante el proceso de digestión o 
absorción del alimento. Este es el caso de la conocida intolerancia a la lactosa, que afecta a una 
alta proporción de la población mundial que carece de la enzima lactasa. La sintomatología es 
similar a la de una reacción alérgica, con la diferencia de que su intensidad es 
dosis-dependiente y, por tanto, la persona afectada podrá ingerir pequeñas dosis del alimento 
en cuestión sin presentar ningún síntoma. En los pacientes con intolerancias alimentarias, 
también existe un componente genético o epigenético que origina una determinada 
predisposición del individuo. A diferencia del tratamiento de la alergia alimentaria, que 
requiere la retirada de la dieta del alérgeno sospechoso, algunos individuos con intolerancias 
alimentarias pueden seguir un tratamiento farmacológico basado en la administración de las 
enzimas necesarias para facilitar la adecuada digestión, absorción y metabolización de las 
sustancias causantes de la intolerancia (Cianferoni y Spergel, 2009; Montalto et al., 2008; 
Ortolani y Pastorello, 2006; Rosas, 2006; Ruiz-Sánchez et al., 2018). 
II. 1. 3.  Reacciones adversas relacionadas con el consumo de cereales con gluten 
Los cereales se consumen de manera habitual en la dieta, dado que constituyen una de las 
principales fuentes de hidratos de carbono, proteínas y fibra para la nutrición humana 
(McKevith, 2004). El endospermo de los cereales está principalmente compuesto por almidón 
y una compleja mezcla de proteínas que presentan un alto grado de polimorfismo. Según el 
método de fraccionamiento de Osborne, estas proteínas pueden clasificarse atendiendo a su 
solubilidad en: albúminas (solubles en agua), globulinas (solubles en soluciones salinas), 
prolaminas (solubles en etanol al 60-70 % o 1-propanol al 50 %) y glutelinas (solubles en 
ácidos y bases diluidos, o soluciones alcohólicas con detergentes o agentes reductores) (Hajas 
et al., 2018, Osborne, 1924). Las albúminas y globulinas desempeñan principalmente funciones 
estructurales, mientras que las prolaminas y glutelinas sirven como fuente de nitrógeno para 
el crecimiento de la planta, por lo que se clasifican dentro de las proteínas de almacenamiento 
de la semilla (Kucek et al., 2015). En los cereales pertenecientes a la tribu Triticeae (trigo, 
cebada y centeno), esta fracción proteica insoluble en agua integrada por prolaminas y 
glutelinas es conocida como gluten (Shewry, 2019).  
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 El gluten se define como la “masa elástica que queda tras el lavado de la harina de trigo para 
eliminar el almidón y otros constituyentes solubles” (Shewry et al., 2002). El término gluten 
deriva del latín “glutinis” que significa “cola o pegamento” y hace referencia a un conjunto de 
proteínas que presentan importantes propiedades funcionales para la producción de 
alimentos como el pan.  
Las prolaminas (llamadas así por su alto contenido en prolina y glutamina) son proteínas 
monoméricas que contribuyen a la cohesión y extensibilidad del gluten, propiedades que 
confieren a la masa panificable su característica viscosidad y capacidad de esponjarse. Su 
elevado contenido en prolina provoca que las prolaminas sean altamente resistentes a la 
digestión proteolítica completa por las peptidasas gástricas y pancreáticas. Esta circunstancia 
conduce a la formación de péptidos de gran tamaño (hasta 50 aminoácidos) que se acumulan 
en el intestino y pueden provocar una reacción adversa en individuos sensibles. Las prolaminas 
poseen un peso molecular entre 30-60 kDa y se pueden subdividir, atendiendo a su movilidad 
electroforética, en alfa (α), beta (β), gamma (γ) y omega (ω) (Tatham et al., 2000). Según el 
cereal del que provengan, las prolaminas adquieren diferentes nombres: gliadinas (trigo), 
secalinas (centeno), hordeínas (cebada) y aveninas (avena) (Biesiekierski, 2017; Wieser, 
2007). 
Por su lado, las glutelinas desempeñan un papel importante en el mantenimiento de la 
elasticidad y la fuerza del gluten, permitiendo a los productos panificados mantener su forma 
final. Se corresponden con un grupo de proteínas poliméricas muy heterogéneo, formadas por 
subunidades enlazadas por puentes disulfuro que pueden separarse mediante electroforesis 
en más de una docena de fracciones de diferentes pesos moleculares: glutelinas de alto peso 
molecular (HMW, high molecular weight) entre 80-120 kDa y glutelinas de bajo peso molecular 
(LMW, low molecular weight) entre 30-45 kDa. En el caso particular de trigo, estas proteínas se 
conocen con el nombre de gluteninas (Balakireva y Zamyatnin, 2016; Bruins-Slot et al., 2016; 
Cebolla et al., 2018; Kucek et al., 2015; Mujico, 2007). 
Hoy en día, el consumo de cereales con gluten se ha relacionado con el desarrollo de una 
gran diversidad de patologías entre las que destacan la alergia al trigo, la enfermedad celiaca y 
la sensibilidad al gluten no celiaca (Valenti et al., 2017; Vaquero et al., 2015). En febrero de 
2011, tras la reunión de un panel de 15 expertos en la materia, se propuso una clasificación de 
estos trastornos en función del mecanismo de respuesta del sistema inmunológico frente a los 
componentes alimentarios que desencadenan la reacción adversa (Sapone et al., 2012). La 
alergia al trigo engloba un conjunto de manifestaciones en las que los mecanismos de acción 
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implican una hipersensibilidad mediada por IgE, mientras que la enfermedad celiaca se incluye 
dentro de las patologías de base autoinmune desencadenadas por la ingesta de cereales con 
gluten. Por último, la sensibilidad al gluten no celiaca (SGNC) es una entidad recientemente 
adoptada para definir un tipo de trastorno que no presenta una patogénesis ni autoinmune ni 
de hipersensibilidad mediada por IgE (Clímaco-Henggeler et al., 2017; Hadjivassiliou et al., 
2015; Sapone et al., 2012; Scherf et al., 2015). 
II. 1. 3. 1.  Alergia al trigo  
La alergia al trigo se define como una reacción de hipersensibilidad de tipo inmediato hacia 
las proteínas del trigo, por lo que comúnmente se presenta al poco tiempo de producirse la 
ingesta. Dependiendo de la ruta de exposición al alérgeno, se pueden producir diferentes tipos 
de manifestaciones. Por ejemplo, su ingestión puede ocasionar la clásica alergia alimentaria 
(con manifestaciones cutáneas, gastrointestinales y/o respiratorias) o la denominada 
anafilaxia inducida por ejercicio dependiente de trigo (WDEIA, wheat-dependent 
exercise-induced anaphylaxis). Si la vía de exposición es inhalatoria puede causar alergia 
respiratoria (comúnmente conocida como “asma del panadero”) o rinitis, y cuando el alérgeno 
contacta con la piel puede provocar urticaria y dermatitis atópica (Inomata, 2009; Šotkovský 
et al., 2011). Las pruebas cutáneas y los estudios serológicos de IgEs no arrojan datos para un 
diagnóstico preciso de estas condiciones, por lo que la prueba diagnóstica más fiable es la 
provocación oral. La alergia al trigo afecta especialmente en etapas tempranas del desarrollo 
humano, con una prevalencia de entre un 2-9 % en niños, si bien se estima que sólo entre un 
0,5-3 % de los pacientes mantienen esta sensibilidad en su edad adulta (Leonard et al.,2017; 
Sapone et al., 2012). La sintomatología observada incluye las típicas reacciones alérgicas de 
aparición inmediata (urticaria, angioedema, obstrucción bronquial, náuseas, dolor abdominal), 
pero algunas veces aparecen síntomas pasadas unas 24 horas de la ingesta, como 
complicaciones gastrointestinales y exacerbación de la dermatitis atópica (Inomata, 2009). 
Una de las manifestaciones más severas de la alergia al trigo es la WDEIA, que afecta con mayor 
frecuencia a adolescentes y adultos cuando el consumo de este cereal va acompañado de otros 
cofactores como la realización de ejercicio, el uso de medicamentos (aspirina y 
antiinflamatorios no esteroideos o AINEs) o la ingesta de alcohol. Los pacientes con WDEIA 
presentan diferentes síntomas clínicos, desde urticaria local o generalizada hasta disnea, 
hipotensión, colapso y shock (Chinuki y Morita, 2012; Feldweg, 2017; Scherf et al., 2015; 
Seoane-Rodríguez et al., 2016).  
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Se han identificado multitud de proteínas del trigo potencialmente activadoras de la 
respuesta inmune (Pastorello et al., 2007; Šotkovský et al., 2011). Entre ellas, destacan los 
inhibidores de la α-amilasa/tripsina (ATIs, amylase-trypsin inhibitors), unas proteínas de la 
familia de las albúminas que suponen entre un 2–4 % del contenido proteico del trigo y 
desempeñan funciones de defensa en la planta (Biesiekierski, 2017). Estas proteínas son las 
principales responsables de la alergia alimentaria que cursa con dermatitis atópica. Otro grupo 
importante son las proteínas transportadoras de lípidos, como el alérgeno Tri a 14 que está 
implicado tanto en el desarrollo de la alergia alimentaria como del asma del panadero, o el 
Tri tu 14 recientemente identificado por Safi et al. (2019) en las variedades de trigo duro. Se 
ha observado que las IgEs de pacientes con alergia al trigo reconocen también otras proteínas 
como las β-amilasa-peroxidasas, las tiorredoxinas (Tri a 25), las serpinas (inhibidores de 
proteasas de serina) y proteínas de la fracción del gluten como las gluteninas de bajo peso 
molecular y las α-/ω-gliadinas. En especial, la ω5-gliadina (Tri a 19) se ha identificado como el 
principal alérgeno del trigo en el desarrollo de la WDEIA y la urticaria por contacto (Inomata, 
2009).  
II. 1. 3. 2.  Enfermedad celiaca 
La enfermedad celiaca es una patología autoinmune sistémica que afecta aproximadamente 
a un 1 % de la población mundial y que produce una enteropatía inflamatoria crónica debido a 
la ingesta de gluten en individuos genéticamente predispuestos. Esta prevalencia varía en 
función del sexo (60-70 % de los pacientes celiacos son mujeres), la edad (se da 
mayoritariamente en niños) y la localización geográfica (incidencias más altas en Europa, 
Oceanía y Asia). Estos datos convierten a la enfermedad celiaca en la afección crónica 
gastrointestinal más frecuente en humanos. Además, se sospecha que debido a la dificultad del 
diagnóstico y a la existencia de formas de la enfermedad con pocos o ningún síntoma 
(enfermedad celiaca silente, latente y potencial), el número de individuos afectados se 
encuentra subestimado (Elli et al., 2015; Ferguson et al., 1993; Haboubi et al., 2006; Lionetti et 
al., 2015; Singh et al., 2018). 
El desarrollo de la enfermedad celiaca está gobernado por una combinación de factores de 
riesgo, tanto genéticos como ambientales. La predisposición genética juega un papel 
fundamental en el curso de esta patología, ya que está fuertemente asociada a la existencia en 
los individuos afectados de determinadas variantes de las moléculas del sistema del antígeno 
leucocitario humano (HLA) de clase II, denominadas HLA-DQ2 y HLA-DQ8. (Koehler et al., 
2014; Lebwohl et al., 2018). La presencia de estos haplotipos es condición necesaria, pero no 
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suficiente, para que se desarrolle la enfermedad celiaca, habiéndose descrito otros factores 
ambientales, además de la exposición al gluten, que podrían estar relacionados con la aparición 
de la enfermedad celiaca: edad de introducción del gluten en la dieta, episodios previos de 
infecciones gastrointestinales (rotavirus, infección por Campylobacter, etc.), uso de 
antibióticos y de inhibidores de las bombas de protones o la microbiota intestinal (Bouziat et 
al., 2017; Ortiz et al., 2017; Tye-Din et al., 2018). 
A diferencia de lo que ocurre en la alergia al trigo, la enfermedad celiaca no es una reacción 
de hipersensibilidad dependiente de IgE, sino que la exposición a fragmentos de gluten en el 
epitelio del intestino delgado es lo que origina la activación inmunológica de los linfocitos T 
(De Re et al, 2013). Tras la ingesta de gluten, se produce un aumento de la permeabilidad del 
intestino cuando el receptor de quimiocinas CXCR3 reconoce ciertos fragmentos proteicos no 
digeridos, hecho que induce la liberación de zonulina (proteína encargada de modular la 
permeabilidad de las uniones estrechas entre las células de la pared intestinal). Mientras que 
para la mayoría de personas no tiene ninguna consecuencia, en individuos cuyo sistema 
inmunitario reconoce al gluten como un agente extraño, el paso de estos fragmentos desde el 
lumen hasta la lámina propia es capaz de desencadenar un proceso inflamatorio. Además, 
durante la fase aguda de la enfermedad, los péptidos del gluten pueden también atravesar la 
barrera intestinal por la vía transcelular a través del receptor de transferrina CD71 (Figura 3) 
(Hernández, 2015; Leonard et al., 2017). 
Las cascadas de reacciones que se originan involucran tanto al sistema inmune innato como 
al adaptativo. La inmunidad innata juega un papel crítico en la iniciación de la enfermedad 
celíaca. La producción de citoquinas, como la interleuquina-15 (IL-15) o el α-interferón 
(TNF-α), activan la respuesta inmunitaria que culmina en la producción de linfocitos 
intraepiteliales y el reclutamiento de neutrófilos a través de la producción de IL-8. Sin embargo, 
el mecanismo más característico de esta enfermedad implica al sistema inmune adaptativo y 
es dependiente de que se produzca la deamidación de los péptidos de gluten por acción de la 
transglutaminasa tisular (tTG), identificada como el autoantígeno de la enfermedad celiaca 
(Dieterich et al., 1997). Esta enzima convierte los residuos de glutamina en ácido glutámico, lo 
que aumenta la carga negativa del péptido y su afinidad para interactuar con los receptores 
HLA-DQ2/DQ8 expresados en la superficie de las células presentadoras de antígenos (CPAs). 
Las CPAs presentan estos péptidos a los linfocitos T CD4+, lo que induce su activación y 
proliferación en células efectoras Th1 que estimulan la producción de citoquinas 
pro-inflamatorias como el interferón-γ (IFN-γ), TNF-α, IL-18 e IL-21. Además, la diferenciación 
de linfocitos B en células plasmáticas produce la secreción de anticuerpos 
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anti-transglutaminasa (anti-TtG) y anti-péptidos de gluten deamidados. El resultado de este 
proceso es la liberación de mediadores de daño tisular que inducen un estado inflamatorio en 
la mucosa intestinal, originando una hiperplasia de las criptas con atrofia subtotal o total de las 
vellosidades intestinales. A pesar de que la enfermedad primeramente afecta a la integridad de 
la pared intestinal causando síntomas digestivos, el proceso inflamatorio puede extenderse a 
otros órganos como piel y articulaciones (Bruins-Slot et al., 2016; Lebwohl et al., 2018; Leonard 
et al., 2017; Ortiz et al., 2017). 
 
Figura 3. Translocación del gluten desde el lumen hasta la lámina propia a través de mecanismos 
paracelulares y transcelulares. Cascada de reacciones desencadenadas por el sistema inmune innato y 
adaptativo tras la exposición a fragmentos de gluten. LIE: linfocitos intraepiteliales; tTG: transglutaminasa 
tisular; CPA: célula presentadora de antígeno. 
Las manifestaciones clínicas de la enfermedad celiaca son muy variables (Tabla 2). Algunas 
de las presentaciones más clásicas suelen darse mayoritariamente en la población infantil, 
como por ejemplo diarrea, distensión abdominal, falta de apetito o retraso en el crecimiento 
debido a la malabsorción intestinal. Sin embargo, la población adulta afectada por esta 
patología suele presentar síntomas de naturaleza extraintestinal, como anemia, osteoporosis, 
dolor de cabeza y articular, fatiga e incluso manifestaciones neurológicas. Además, 
determinados grupos de riesgo presentan una mayor probabilidad de desarrollar la 
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enfermedad celiaca, como los pacientes con enfermedades autoinmunes (diabetes mellitus 
tipo 1, tiroiditis autoinmune, enfermedad inflamatoria intestinal, hepatitis crónica o 
enfermedad de Addison) o cromosomopatías (síndrome de Down, de Turner o de Williams) 
(Connors et al., 2018; Ortiz et al., 2017). 
Tabla 2. Manifestaciones clínicas de la enfermedad celiaca y principales grupos de riesgo (adaptada de 
Connors et al., 2018).  
Síntomas clásicos Síntomas no clásicos Síntomas neurológicos 
Distensión abdominal Anemia ferropénica Ataxia 
Dolor abdominal Estomatitis aftosa Neuropatía periférica 
Diarrea crónica Defectos dentales del esmalte Depresión 
Anorexia Estreñimiento crónico Ansiedad 
Irritabilidad Menarquia retrasada Fatiga 
Pérdida de peso Infertilidad Epilepsia con calcificaciones 
occipitales Debilidad muscular Artritis/artralgias 
Dermatitis herpetiforme Osteoporosis/osteopenia  
 Vómito persistente y recurrente  
 Estatura baja  
 Síndrome del intestino irritable  
 Niveles anormales de enzimas 
del hígado 
 
Grupos de riesgo 
Familiares de primer grado de pacientes celiacos 
Pacientes con enfermedades asociadas: 
Enfermedades autoinmunes Neurológicas y psiquiátricas Otras enfermedades 
Dermatitis herpetiforme Encefalopatía progresiva Síndrome de Down 
Diabetes tipo I Síndrome cerebeloso Fibrosis quística 
Déficit selectivo de IgA Demencia con atrofia cerebral Síndrome de Turner 
Tiroiditis Leucoencefalopatía Síndrome de Williams 
Síndrome de Sjögren Epilepsia y calcificaciones Enfermedad de Hartnup 
Enfermedad inflamatoria 
intestinal 
 Cistinuria 
Lupus eritematoso sistémico   
Enfermedad de Addison   
Nefropatía por IgA   
Artritis reumatoide  
Cirrosis biliar primaria  
Psoriasis y alopecia areata  
II. INTRODUCCIÓN 
34 
En el pre-diagnóstico de esta enfermedad interviene principalmente el análisis serológico 
de los anticuerpos IgA anti-transglutaminasa (anti-tTG), los IgA anti-endomisio y anticuerpos 
IgA e IgG frente a péptidos de gluten deamidados. Debido a que los pacientes celiacos presentan 
frecuentemente déficit de IgA, para validar los resultados se debe determinar conjuntamente 
el nivel total de estas inmunoglobulinas. Sin embargo, el examen endoscópico y la biopsia 
duodenal continúan siendo la mejor forma de confirmación de la enfermedad, ya que permiten 
observar la lesión y analizar la morfología de la mucosa intestinal. Finalmente, en casos 
dudosos y en aquellos que muestran discordancias entre el resultado serológico y la biopsia 
intestinal, puede ser de utilidad la determinación de la presencia de los alelos HLA-DQ2/DQ8 
en los pacientes (Ortiz et al., 2017). 
II. 1. 3. 3.  Sensibilidad al gluten no celiaca 
La sensibilidad al gluten no celiaca (SGNC), también conocida como sensibilidad al trigo no 
celiaca, es una entidad emergente que ha sido mal definida durante décadas. Los pacientes 
diagnosticados con SGNC presentan síntomas gastrointestinales (dolor abdominal, distensión 
abdominal, diarrea, etc.) y extraintestinales (bradipsiquia o "foggy-brain", cefaleas, dolores 
articulares, fatiga, depresión, etc.) que responden rápidamente a la retirada y reintroducción 
de gluten en la dieta. Sin embargo, no manifiestan las lesiones típicas de la mucosa duodenal ni 
la serología características de la enfermedad celiaca. De este modo, la ausencia en este tipo de 
pacientes de los mecanismos característicos de la celiaquía y de la alergia al trigo (resultados 
negativos de IgE), sitúa a la comunidad científica ante un nuevo concepto de trastorno 
alimentario no del todo conocido, asociado con la ingesta de cereales con gluten (Sapone et al., 
2012; Volta y De Giorgio, 2012). Debido a la ausencia de marcadores específicos, existe una 
evidente falta de consenso en el diagnóstico de esta enfermedad que, a día de hoy, se 
fundamenta principalmente en un diagnóstico de exclusión de otros trastornos relacionados y 
en la mejoría clínica tras retirar el gluten de la dieta (Biesiekierski et al., 2011; Catassi y Fasano, 
2010). A pesar de que la patogénesis de la SGNC no se ha precisado, se piensa que, a diferencia 
de la enfermedad celiaca, involucra principalmente a mecanismos del sistema inmunitario 
innato con liberación de IL-15 y estimulación de linfocitos intraepiteliales (Clímaco-Henggeler 
et al., 2017; Molina-Infante et al., 2014). 
La SGNC no se ha vinculado exclusivamente a las proteínas de gluten. Otras proteínas como 
los ATIs o las aglutininas del germen del trigo (Barbaro et al., 2018; Junker et al., 2012), así 
como determinados compuestos no proteicos como los oligosacáridos, disacáridos, 
monosacáridos y polialcoholes fermentables o FODMAPs (fermentable oligo-, di-, and 
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mono-saccharides and polyols), parecen jugar un papel fundamental en el desarrollo de la 
enfermedad (Catassi et al., 2015; Dieterich et al., 2018). Por lo tanto, los estudios actuales sobre 
las restricciones dietéticas en la SGNC no permiten concluir de forma definitiva si es la retirada 
del gluten, la exclusión del trigo o una dieta baja en FODMAPs lo que realmente beneficia a los 
pacientes (Imperatore et al., 2016; Molina-Infante et al., 2014). Además, a diferencia de la 
enfermedad celiaca, que implica una enteropatía intestinal crónica, algunos trabajos sugieren 
que la SGNC podría ser una condición transitoria, por lo que se recomienda comprobar los 
efectos de la reintroducción del gluten en la dieta pasados 1-2 años del comienzo del 
tratamiento (Polanco-Allué y Martínez-Ojinaga, 2014). 
Se estima que la proporción de individuos afectados con SGNC es incluso superior a la de la 
enfermedad celiaca, con prevalencias que oscilan entre el 0,6-6 % de la población (Clímaco-
Henggeler et al., 2017). Sin embargo, la dificultad de obtener un diagnostico fiable de esta 
enfermedad, muchas veces estrechamente solapado con las manifestaciones clínicas de la 
celiaquía y el síndrome del intestino irritable, provoca que su verdadera prevalencia sea 
todavía incierta (Molina-Infante et al., 2014). 
El único tratamiento disponible para los pacientes que padecen cualquiera de las 
mencionadas patologías relacionadas con el consumo de cereales con gluten, es la estricta 
adherencia a una dieta libre de estos ingredientes. De este modo, eliminando de la dieta el trigo, 
la cebada y el centeno, se logra recuperar la funcionalidad de la mucosa intestinal y la remisión 
completa de los síntomas (Koehler et al., 2014; Lebwohl et al., 2018; Ortiz et al., 2017). 
Actualmente, sigue existiendo una gran controversia en lo que se refiere a la seguridad de 
incluir la avena dentro de la dieta libre de ingredientes con gluten. La avena es el cereal más 
estrechamente relacionado con el grupo de los cereales con gluten (tribu Triticeae), pero 
pertenece a una tribu separada denominada Aveneae dentro de la misma subfamilia (Pooideae) 
(Figura 4) (Balakireva y Zamyatnin, 2016; Mamone et al., 2011; Vaquero et al., 2015). El hecho 
de que la avena esté filogenéticamente más alejada de la tribu Triticeae determina que sus 
prolaminas presenten menos homologías con las prolaminas del trigo, cebada y centeno. En 
este sentido, su contenido en prolina y glutamina es inferior al de estos últimos cereales, lo que 
podría contribuir a su menor toxicidad. Sin embargo, diversos trabajos sugieren que la avena 
es capaz de desencadenar la reacción inmunológica en algunos pacientes celiacos como 
consecuencia de la activación de las células T de la mucosa intestinal (Lundin et al., 2003; Tuire 
et al., 2012). Por el contrario, numerosos estudios clínicos afirman que la avena pura es segura 
para la mayoría de los individuos sensibles (80 %) y que su toxicidad estaría ligada a 
determinados cultivares de avena y, fundamentalmente, a la contaminación con otras fuentes 
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de cereales a lo largo de la cadena alimentaria (Comino et al., 2013, 2015; Diaz-Amigo y 
Popping, 2013; Holm et al., 2006; Kaukinen et al., 2013; Kemppainen et al., 2007; Pinto-Sánchez 
et al., 2017). 
Dado el alto contenido de la avena en proteínas, lípidos, vitaminas, minerales y fibra, se ha 
descrito que su inclusión en una dieta libre de gluten permite mejorar el estado nutricional de 
los pacientes celíacos, elevando su calidad de vida y la aceptabilidad de los alimentos 
formulados específicamente para este colectivo (Fric et al., 2011; Pulido et al., 2009). Por todo 
ello, el control de las posibles fuentes de contaminación cruzada con otros cereales durante el 
cultivo de la avena y de todo el proceso de elaboración y manipulación de los productos hasta 
su envasado, ha permitido la formulación de productos a base de avena aptos para aquellos 
consumidores celiacos no sensibles a este cereal (Comino et al., 2015; Rosell et al., 2014). 
 
Figura 4. Árbol filogenético de los cereales más comúnmente empleados en alimentación humana. F: 
familia, SF: subfamilia, T: tribu, G: género, NC: nombre común (adaptada de Mamone et al., 2011). 
II. 1. 4.  Marco legislativo: información alimentaria facilitada al consumidor 
En los últimos años, se han realizado grandes avances en el estudio de terapias alternativas 
para el tratamiento de la alergia alimentaria, como son la inmunoterapia oral, sublingual y 
epicutánea o las vacunas con péptidos y proteínas modificadas (Renz et al., 2017; Sicherer y 
Sampson, 2014). En el caso particular de la enfermedad celiaca, se siguen estudiando 
diferentes estrategias que abordan desde la detoxificación del gluten de la dieta, hasta el uso 
de probióticos, parásitos intestinales (hookworms), vacunas (Nexvax2) o fármacos que 
permitan modular la respuesta inmune (Croese et al., 2015; Gil-Humanes et al., 2014; Goel et 
al., 2016; Krishnareddy y Green, 2017; Nylund et al., 2016; Shewry y Tatham, 2016; Tye-Din et 
al., 2018). A pesar de todos estos avances, la única medida realmente eficaz para proteger a los 
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consumidores que sufren alguna alergia alimentaria es, a día de hoy, la estricta adherencia de 
por vida a una dieta de exclusión del ingrediente que desencadena la reacción (Mills et al., 
2004; Ortolani y Pastorello, 2006; Sampson et al., 2014).  
Para lograr un alto nivel de protección de los consumidores, el Reglamento (CE) 178/2002 
del Parlamento Europeo y del Consejo de 28 de enero de 2002, establece que uno de los pilares 
de la legislación alimentaria es mantenerles debidamente informados para que puedan elegir 
con conocimiento de causa los alimentos que adquieren. En los últimos años, la disponibilidad 
de información sobre la gestión de la presencia de alérgenos en los alimentos ha mejorado 
significativamente, existiendo diversas disposiciones legislativas, europeas y nacionales, que 
rigen los procesos de producción, distribución, publicidad y venta de alimentos. Entre ellas, el 
Reglamento (UE) 1169/2011 sobre información facilitada al consumidor, aplicable desde el 13 
de diciembre de 2014, establece un total de 14 grupos de ingredientes o sustancias con 
demostrado potencial alergénico (Anexo II del Reglamento, Figura 5) que deben declararse 
obligatoriamente en el etiquetado de los productos alimenticios que los contengan, 
independientemente de la concentración final encontrada en el mismo (a excepción del dióxido 
de azufre y sulfitos). Asimismo, el Real Decreto 126/2015 extiende esta información 
obligatoria a los alimentos que se presenten sin envasar, tanto al consumidor final como a las 
colectividades, en los envasados en los lugares de venta a petición del comprador o por los 
titulares del comercio al por menor, y en los contemplados en los supuestos anteriores y 
ofrecidos para la venta mediante comunicación a distancia. Recientemente, el 13 de julio de 
2017, la Comisión Europea adoptó la Comunicación 428/1 objeto de consulta pública con el fin 
de ayudar a los consumidores, operadores alimentarios y autoridades nacionales a entender y 
aplicar estos nuevos requisitos en materia de seguridad alimentaria. 
La elaboración de esta lista de ingredientes de declaración obligatoria está basada en 
dictámenes científicos adoptados por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 
European Food Safety Authority) para reunir aquellos alérgenos catalogados como prioritarios, 
es decir, atendiendo a su prevalencia, gravedad de las reacciones que provocan y dosis umbral 
(en caso de conocerse) (EFSA, 2014; Gendel, 2012). Sin embargo, se ha descrito un amplio 
espectro de frutas, verduras, semillas, especias y carnes, que también poseen potencial 
alergénico (Breiteneder y Mills, 2014). En este sentido, los cambios alimentarios debidos a la 
incorporación de nuevos productos, la elaboración de recetas extranjeras, así como la 
adherencia a nuevas tendencias alimentarias (vegetarianismo, veganismo, productos 
orgánicos, etc.), pueden conllevar la introducción de nuevos ingredientes alergénicos en la 
dieta humana. Por lo tanto, la Comisión Europea no descarta que el listado de ingredientes de 
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alérgenos de declaración obligatoria pueda actualizarse en un futuro próximo para tener en 
cuenta los últimos avances científicos y conocimientos técnicos al respecto, tal y como recoge 
el Artículo 21 del Reglamento (UE) 1169/2011. 
 
Figura 5. Representación de los 14 grupos de ingredientes de declaración obligatoria recogidos en el 
Reglamento (UE) 1169/2011 (Anexo II) por causar alergias o intolerancias alimentarias. 
A pesar del marco normativo vigente, la elección de productos adecuados para los 
consumidores alérgicos no siempre es una tarea fácil, ya que los alérgenos pueden estar 
presentes en el alimento de forma oculta como resultado de su presencia involuntaria o no 
declarada en las materias primas empleadas en su elaboración y, consiguientemente, no 
aparecer reflejados en el etiquetado (Añíbarro et al., 2007; Puglisi y Frieri, 2007; Spanjersberg 
et al., 2010). Aunque los productores de alimentos se esfuerzan cada vez más por adherirse a 
unas buenas prácticas de fabricación, los ingredientes alergénicos pueden acabar de manera 
accidental en los alimentos por diversos factores como las contaminaciones cruzadas 
derivadas del uso compartido de equipos y plantas de procesado, los errores previos de 
declaración cometidos por los proveedores o el uso de aditivos y materiales reciclados (Allen 
et al., 2013). Además, la sustitución fraudulenta de un ingrediente por otro de menor valor 
económico, especialmente en el caso de productos procesados en los que es difícil reconocer 
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las características de los ingredientes, puede conllevar también la omisión de ingredientes 
alergénicos en el etiquetado (Alves et al., 2016; Charlebois et al., 2016; Danezis et al., 2016).  
La legislación actual no establece las dosis umbrales de referencia para los alérgenos 
alimentarios, ni la forma de proceder cuando se produce una contaminación accidental. Este 
hecho, unido a la incertidumbre sobre los riesgos para la salud de los consumidores sensibles 
asociados con la ingesta de incluso mínimas cantidades del componente alergénico, ha llevado 
a la industria alimentaria a adoptar el denominado etiquetado voluntario o preventivo para 
advertir de la posible presencia de alérgenos no declarados en la lista de ingredientes (Soon y 
Manning, 2017). Sin embargo, la falta de directrices para la aplicación consistente de este tipo 
de etiquetado ha conducido al uso abusivo del mismo. Esto limita considerablemente el 
número de productos seguros disponibles para la población alérgica y conlleva 
frecuentemente a que este tipo de mensajes sea ignorado, con el consiguiente riesgo asociado 
con el consumo del alimento (Ward et al., 2010). En este sentido, la EAACI y el sistema VITAL 
(Voluntary Incidental Trace Allergen Labelling) de la industria australiana Allergen Bureau, han 
establecido dosis umbrales de algunos alérgenos principales que no causarían efectos adversos 
en el 95 % de los consumidores sensibles y que podrían, por tanto, emplearse para 
proporcionar una mayor seguridad y credibilidad a este tipo de declaración (Allen et al., 2013). 
En el caso de la población celiaca, una estricta dieta de exclusión de gluten permite 
recuperar la normalidad de las microvellosidades intestinales, con una remisión completa de 
los síntomas en la mayoría de los pacientes (Akobeng y Thomas, 2008). Por el contrario, una 
mala adherencia a la dieta se ha asociado con un aumento en la incidencia de padecer 
complicaciones graves como adenocarcinoma y linfoma de células T asociado a enteropatía 
(Al-Bawardy et al., 2017). Una dieta estricta sin gluten es por lo general difícil de cumplir, ya 
que esta proteína no se encuentra solo en derivados de cereales fácilmente reconocibles 
(harinas, panes, bollería, pastas, cervezas, etc.), sino también en numerosos aditivos 
(espesantes, potenciadores del sabor, emulsionantes, ingredientes de relleno, etc.) empleados 
en la elaboración de una gran variedad de productos alimenticios, además de en suplementos 
nutricionales, medicamentos y cosméticos (Bruins-Slot et al., 2016). Por otra parte, es 
frecuente encontrar contaminaciones de gluten en los granos naturalmente libres de este 
componente (avena, arroz, maíz, trigo sarraceno, quinoa, etc.) como consecuencia de la 
rotación de los cultivos o el uso de las mismas instalaciones para su molienda, procesado o 
transporte (Hernando et al., 2008; Kanerva et al., 2006; Martín et al., 2010; Remington, 2013; 
Scherf y Poms, 2016). 
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Con el fin de proteger a la sociedad celiaca, el Codex Alimentarius (Codex Standard 
118-1979 de 2008) y los Reglamentos (CE) 41/2009 y (UE) 828/2014, establecen que sólo 
podrán ser etiquetados como libres de gluten aquellos productos alimentarios que, tal y como 
se venden al consumidor final, no superen los 20 mg de gluten/kg de producto (Catassi et al., 
2007). Asimismo, en el caso de aquellos productos constituidos por uno o más ingredientes 
procedentes de cereales con gluten que hayan sido específicamente tratados para reducir su 
contenido en gluten a un nivel comprendido entre 20 y 100 mg/kg, podrán ser etiquetados con 
la mención “muy bajo contenido en gluten”. La existencia de estos niveles de actuación 
determina el estándar que deben cumplir los métodos de detección de gluten en alimentos, si 
bien algunos organismos de certificación solo otorgan la mención “sin gluten” a productos con 
concentraciones inferiores a 10 mg/kg (como la Federación de Asociaciones de Celiacos de 
España, FACE). 
Para minimizar la exposición involuntaria de los individuos sensibles a los alérgenos 
alimentarios, la industria sigue esforzándose en mejorar los planes de gestión de alérgenos 
implantados dentro de sus programas de inocuidad alimentaria. Esta responsabilidad debe 
cumplirse mediante la aplicación de un programa de prerrequisitos y su integración en el 
sistema de Análisis de Peligros y Puntos de Control Crítico (APPCC) de la empresa, abarcando 
todas las operaciones que se realizan en la industria, desde la evaluación de proveedores de 
materias primas, hasta la fabricación y envasado del producto terminado. Además de un 
correcto etiquetado, los elementos críticos para una adecuada gestión de alérgenos 
alimentarios incluyen el control de materias primas y proveedores, la formulación de 
productos, el control del personal (formación y capacitación), el diseño y mantenimiento de 
equipos e instalaciones, el control del proceso de fabricación y la aplicación de procedimientos 
de limpieza validados (de la Cruz et al., 2018).  
Actualmente, son numerosos los organismos que ofrecen guías para un mejor cumplimiento 
de la legislación relativa al control de alérgenos alimentarios, como la FDA (Food and Drug 
Administration), la FSA (Food Standards Agency) o la FDE (FoodDrink Europe). Asimismo, 
estándares de certificación de seguridad alimentaria mundialmente extendidos, como los 
desarrollados por BRC (British Retail Consortium) o IFS (International Featured Standards), 
incluyen cláusulas con protocolos detallados acerca del manejo y gestión de los alérgenos en 
las instalaciones de las industrias alimentarias. 
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II. 2. MÉTODOS ANALÍTICOS PARA LA DETECCIÓN DE ALÉRGENOS ALIMENTARIOS 
El peligro asociado a la presencia de alérgenos no declarados en los alimentos ha impulsado 
la necesidad de disponer de metodologías fiables para detectar y cuantificar estos 
componentes en los alimentos. Este tipo de análisis requiere de una alta sensibilidad y 
especificidad, ya que los alérgenos pueden encontrarse en cantidades traza dentro de un 
alimento formado por varios ingredientes (Parker et al., 2015).  
En función del alérgeno a analizar, el tipo de matriz alimentaria en la que se encuentre y los 
tratamientos tecnológicos aplicados al producto, se han abordado diferentes estrategias 
analíticas para la detección de ingredientes alergénicos. Dichas estrategias pueden basarse en 
la detección de las proteínas alergénicas (métodos directos), o bien ir dirigidas a la detección 
de un marcador que indique la presencia de un determinado ingrediente (métodos indirectos), 
generalmente la molécula de ADN. Entre los métodos directos más empleados se encuentran 
el ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA, Enzymed-Linked Immunosorbent 
Assay) y la espectrometría de masas (MS, Mass Spectrometry). En cuanto a los métodos 
genéticos, la mayoría se basan en la amplificación de fragmentos específicos mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction), principalmente a través 
de la técnica de PCR en tiempo real. Sin embargo, cabe mencionar que hay también disponibles 
otras técnicas inmunológicas, fisicoquímicas y genéticas que pueden emplearse para el análisis 
de alérgenos alimentarios (Tabla 3) (EFSA, 2014; Heick et al., 2011; Kirsch et al., 2009; Luber 
et al., 2014; Monaci y Visconti, 2009; Scherf y Poms, 2016). 
Tabla 3. Métodos empleados en la detección de alérgenos alimentarios (adaptado de EFSA, 2014). 
Análisis de proteínas Análisis de ADN 
Métodos inmunológicos Métodos físico-químicos Métodos basados en la PCR 
ELISA Electroforesis en gel de 
poliacrilamida (SDS-PAGE) 
PCR convencional 
Dispositivos de flujo lateral PCR en tiempo real 
Inmunotransferencia                        
(o Western Blot) 
Cromatografía líquida de             
alta eficacia (HPLC) 
Amplificación isotérmica        
mediada por loop (qLAMP) 
Dot-blot Electroforesis capilar MLPA 
Biosensores de proteínas Espectrometría de masas PCR-ELISA 
Microarrays de proteínas  Biosensores de ADN 
  Microarrays de ADN 
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Independientemente de su base analítica, la técnica seleccionada debe sustentarse en un 
método de extracción que proporcione un elevado porcentaje de recuperación de la molécula 
diana (proteína o ADN) y debe cumplir los criterios de sensibilidad, especificidad y robustez 
(repetibilidad y reproducibilidad) necesarios para generar resultados fiables. Hay que señalar 
que, para la mayoría de alérgenos, se desconoce la dosis mínima que desencadena la reacción 
alérgica y esta dosis frecuentemente varía con la susceptibilidad individual y el alérgeno en 
cuestión. A pesar de ello, existe un consenso que establece que para proteger a la mayor parte 
de los individuos sensibles, los métodos dirigidos al análisis de alérgenos alimentarios deben 
alcanzar límites de detección de entre 1 y 100 mg/kg del ingrediente alergénico o entre 1 y 
10 mg/kg de una determinada proteína o fracción proteica alergénica (Allen et al., 2013; Alves 
et al., 2016; Blom et al., 2013). Además, para asegurar la adecuada aplicabilidad de la técnica, 
es necesario estudiar el posible efecto de la matriz alimentaria y del procesado en la 
determinación del componente alergénico (Poms et al., 2004a). 
Una de las mayores limitaciones en la cuantificación de alérgenos alimentarios es la escasez 
de materiales de referencia certificados (CRMs, Certified Reference Materials) disponibles 
comercialmente. Para poder utilizarse en el desarrollo y validación de un método analítico, los 
CRMs deben poseer una composición bien establecida y suficientemente homogénea. A pesar 
de que existen materiales de referencia para la mayoría de los alérgenos prioritarios, hasta la 
fecha únicamente se ha certificado un CRM para la detección de cacahuete (IRMM-481).  
 Técnicas basadas en la detección de ADN 
La mayor estabilidad térmica de la molécula de ADN en comparación con las proteínas y la 
disponibilidad de un mayor número de dianas a las que dirigir el análisis, han impulsado el 
empleo de diversas metodologías genéticas para la detección de alérgenos en los alimentos, 
constituyendo una aproximación relativamente nueva en un campo tradicionalmente 
dominado por el empleo de los inmunoensayos (Monaci y Visconti, 2010; Poms et al., 2004b). 
Las técnicas genéticas se han empleado con éxito en áreas como la verificación de la 
autenticidad de los ingredientes empleados en su elaboración y la detección de contaminantes 
y agentes patógenos (Holzhauser y Röder, 2014; Mafra et al., 2008; Słowianek y Majak, 2011). 
Sin embargo, se debe tener en cuenta que, al tratarse de métodos indirectos, en el caso del 
análisis de alérgenos alimentarios lo que detectan es la presencia de fragmentos de ADN del 
ingrediente alergénico, pero no la propia proteína causante de la alergia.  
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II. 2. 1. 1.  PCR y PCR en tiempo real 
Los métodos genéticos más empleados en el análisis de alimentos se basan en la 
amplificación de fragmentos específicos de ADN mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR), bien a través de técnicas de PCR convencionales o de punto final (end-point 
PCR) que generan resultados cualitativos, o mediante la técnica de PCR en tiempo real, dotada 
de potencial cuantitativo. Los análisis de ADN comprenden tres etapas fundamentales: la 
extracción y purificación del ADN, la amplificación mediante PCR de secuencias específicas y la 
detección del ADN amplificado.  
Kary B. Mullis recibió el Premio Nobel de Química de 1993 en reconocimiento a su trabajo 
en la década de los ochenta sobre la amplificación in vitro de ADN (Mullis et al., 1986). La PCR 
consigue la amplificación selectiva de una secuencia de ADN mediante una reacción enzimática 
con una polimerasa termoestable y oligonucleótidos específicos (cebadores o iniciadores de la 
reacción) que hibridan en regiones del ADN diana que flanquean el fragmento a amplificar 
(amplicón). La acumulación exponencial del amplicón se consigue gracias a ciclos repetitivos 
de enfriamiento y calentamiento que implican la desnaturalización de la doble hélice molde, la 
hibridación de los cebadores y la extensión de estos cebadores por la polimerasa de ADN. Como 
los nuevos productos sintetizados en cada ciclo sirven de molde para el siguiente, el número 
de fragmentos se duplica en cada ciclo permitiendo alcanzar niveles detectables tras repetir 
entre 20-40 ciclos.  
La metodología de PCR convencional se basa en la visualización de los resultados de 
amplificación mediante la separación electroforética de los productos de PCR en geles de 
agarosa y tinción con un agente fluorescente o mediante electroforesis capilar (Cheng et al., 
2016; Lian y Zeng, 2017). En 1993, Higuchi y colaboradores desarrollaron un revolucionario 
ensayo cinético capaz de monitorizar el transcurso de la PCR al registrar, tras cada ciclo de 
amplificación, el incremento de fluorescencia generado por el bromuro de etidio que se 
intercala en el ADN de doble cadena producido (Higuchi et al., 1993).  
En los últimos años, los sistemas de PCR en tiempo real han ido evolucionando hasta 
prácticamente sustituir a los métodos de PCR convencional como técnicas mucho más rápidas 
y precisas, ya que permiten realizar la amplificación y detección en un único paso. Para ello, los 
equipos utilizados incorporan detectores de fluorescencia que permiten monitorizar la 
presencia de los fluorocromos empleados para visualizar el transcurso de la reacción. El valor 
numérico, que se corresponde con el número del ciclo en el cual el nivel de fluorescencia 
sobrepasa un determinado nivel umbral definido por el usuario, se denomina Ct (cycle 
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threshold, o ciclo umbral) o Cp (crossing point, o punto de cruce) y puede relacionarse con la 
concentración de la especie diana presente en la muestra. Entre las principales ventajas que 
presenta la técnica de PCR en tiempo real en comparación con la PCR convencional, destacan: 
(1) visualización del progreso de la PCR conforme se producen los sucesivos ciclos de 
amplificación, (2) obtención de un resultado numérico que facilita la cuantificación de ADN 
diana inicial en las muestras, (3) reducción del tiempo necesario para el análisis, (4) 
minimización de la posibilidad de contaminación con ADN exógeno al realizarse todo el 
proceso en un mismo tubo y (5) posibilidad de automatización. 
A día de hoy, existe una amplia variedad de estrategias para medir los productos de PCR 
generados en la reacción. Uno de los procedimientos más extendidos por su simplicidad 
consiste en el empleo de intercaladores de ADN (bromuro de etidio, SYBR Green®, etc.). Sin 
embargo, este tipo de marcaje presenta el inconveniente de que detecta la acumulación de 
productos de PCR, tanto específicos como inespecíficos. En este sentido, el empleo de sondas 
con marcación fluorogénica permite mejorar la especificidad de los sistemas de PCR en tiempo 
real.  
A diferencia de las técnicas que emplean sistemas no específicos para monitorizar la 
reacción de PCR, las sondas de hidrólisis TaqMan® hibridan específicamente con la secuencia 
de ADN diana, evitando falsos positivos si se generan productos de PCR inespecíficos o dímeros 
de cebadores (Salihah et al., 2016). Estas sondas están formadas por oligonucleótidos 
marcados con dos fluorocromos llamados donador (reporter) y receptor (quencher), situados 
respectivamente en los extremos 5’ y 3’. Cuando la sonda se encuentra íntegra, la proximidad 
de ambos fluorocromos provoca un fenómeno denominado transferencia de energía de 
resonancia fluorescente o transferencia de energía de resonancia de Föster (FRET, Föster 
Resonance Energy Transfer) que bloquea la señal del donador debido al solapamiento entre su 
espectro de excitación y el espectro de emisión del receptor, anulándose así la fluorescencia de 
la sonda. Durante la reacción de extensión de los cebadores, si la sonda ha hibridado con la 
secuencia diana, se produce su hidrólisis debido a la actividad 5’-exonucleasa de la Taq 
polimerasa. Este hecho provoca la liberación del donador que, al separarse del agente receptor, 
comienza a emitir fluorescencia permitiendo detectar la generación de los productos de PCR a 
través del incremento de la señal fluorescente (Nagy et al., 2017; Navarro et al., 2015). Uno de 
los parámetros críticos para el éxito de esta metodología, consiste en emplear sondas de 
hidrólisis con una temperatura de fusión superior a la de los cebadores de amplificación para 
garantizar que la sonda hibrida con la secuencia diana en primer lugar. De esta manera, dado 
que la amplificación del ADN se inicia tan pronto como se produce la hibridación de los 
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cebadores, la secuencia de hibridación de la sonda no se enmascarará con el ADN sintetizado 
de novo. Además, esta técnica permite la realización de ensayos con capacidad de detección 
múltiple, ya que pueden emplearse fluoróforos que emitan luz de diferentes longitudes de onda 
de modo que puedan ser recogidas en canales diferentes del fluorímetro (Köppel et al., 2010; 
2012; López-Calleja et al. 2015b; 2016). 
Debido a su sencillez, rapidez, especificidad y sensibilidad, las técnicas genéticas basadas en 
la PCR se han convertido en el método complementario a los ensayos inmunológicos más 
comúnmente empleado para garantizar la autenticidad y seguridad de los productos 
alimenticios (Mafra et al., 2008; Słowianek y Majak, 2011). En este sentido, los numerosos 
trabajos publicados en el ámbito de la detección de alérgenos alimentarios sitúan a los análisis 
de ADN entre las herramientas más potentes y sensibles, alcanzando límites de detección en el 
intervalo de 0,1-10 mg/kg (de la Cruz, 2017; Holzhauser y Röder, 2014; Martín-Fernández, 
2015; Monaci y Visconti, 2010). Además, diferentes casas comerciales disponen de kits de PCR 
para la detección de alérgenos en alimentos, entre las que destacan R-Biopharm, 4Lab 
Diagnostics, Innosieve Diagnostics y Mayflower Bioscience, por la amplia variedad de dianas de 
detección que ofrecen.  
Una alternativa diferente para detectar la presencia de secuencias de ADN amplificadas del 
ingrediente alergénico es la técnica de PCR-ELISA, que combina la alta especificidad de las 
técnicas genéticas con la simplicidad analítica de los ensayos ELISA. Para ello, el gen de interés 
se amplifica mediante PCR en presencia de desoxiuridina trifosfato (dUTP) marcada con 
digoxigenina. Los productos de PCR generados se incuban a continuación con sondas 
específicas marcadas con biotina en su extremo 5’. Tras la hibridación, las sondas se 
inmovilizan sobre una superficie tapizada con estreptavidina y se procede como en un ELISA 
convencional empleando un anticuerpo anti-digoxigenina para detectar los amplicones 
inmovilizados mediante una reacción colorimétrica (Holzhauser et al., 2002; Sue et al., 2014). 
II. 2. 1. 2.  Amplificación dependiente de ligasa de múltiples sondas 
La amplificación dependiente de ligasa de múltiples sondas (MLPA, Multiplex Ligation Probe 
Amplification), también conocida como amplificación de sondas dependiente de ligandos 
múltiples, es una técnica capaz de detectar hasta 50 secuencias genómicas de ADN en una única 
reacción. Esta metodología, patentada en 1996 por John Carrino, fue descrita por Schouten et 
al. (2002) para la detección simultánea de mutaciones genéticas humanas y actualmente la 
desarrolla y comercializa la empresa MRC-Holland. Las primeras aplicaciones de la MLPA se 
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centraron en el campo del diagnóstico clínico enfocado a la detección de variaciones en el 
número de copias del genoma y el estudio de mutaciones, duplicaciones, deleciones, 
aneuploidías, SNPs (polimorfismos de un solo nucleótido) y aberraciones cromosómicas 
asociadas con diferentes enfermedades humanas.  
La técnica de MLPA hace uso de dos hemi-sondas de oligonucleótidos para la detección de 
cada secuencia de interés (Figura 6). Cada hemi-sonda consta de una región diseñada 
específicamente para hibridar en regiones adyacentes del ADN diana (SHI o SHD) y una 
segunda región complementaria a los cebadores de amplificación (SCI o SCD). En una primera 
etapa, el ADN de la muestra se desnaturaliza y se incuba con la mezcla de hemi-sondas MLPA. 
Si la secuencia homóloga está presente en la muestra, los oligonucleótidos complementarios 
de las hemi-sondas hibridan con secuencias inmediatamente adyacentes. La modificación de 
fosforilación introducida en el extremo-5’ de la hemi-sonda derecha, permite que la enzima 
ligasa fusione ambas hemi-sondas dando como resultado una sonda de tamaño único para cada 
secuencia de nucleótidos diana. Dependiendo de las necesidades del experimento, el tamaño 
de las hemi-sondas puede también modularse añadiendo un adaptador o secuencia de 
nucleótidos de relleno (stuffer sequence) que sirva de espaciador entre las regiones 
complementarias a los cebadores y las regiones de hibridación con la secuencia diana. Como 
todas las sondas ligadas poseen secuencias idénticas en sus extremos, la posterior 
amplificación mediante PCR se lleva a cabo empleando una misma pareja de cebadores 
universales. Dado que cada hemi-sonda contiene la secuencia específica de uno de los 
cebadores, el éxito de la reacción de amplificación está condicionado a la ligación previa de 
ambas hemi-sondas y, consiguientemente, el número de productos de amplificación está ligado 
al número de secuencias diana presentes en la muestra. Uno de los cebadores se encuentra 
marcado con un fluoróforo que se incluirá por tanto en el producto final tras el proceso de 
amplificación. Por último, aprovechando la diferencia de tamaño de cada una de las sondas 
MLPA, se puede estimar la cantidad de producto de amplificación generado mediante un 
análisis de fragmentos por electroforesis capilar. Si alguna secuencia no está presente en la 
muestra, las hemi-sondas correspondientes no se ligarán y por consiguiente, al no amplificarse 
exponencialmente, no generarán señal. 
Comparando la capacidad de multiplexing con respecto a los ensayos de PCR en tiempo real 
múltiple, la técnica de MLPA permite la detección de un mayor número de secuencias en una 
misma reacción. Además, al emplear una única pareja de cebadores, se simplifican los pasos 
previos necesarios para optimizar las condiciones de la reacción que maximizan la eficiencia 
de la amplificación (Köppel et al., 2012; Mustorp et al., 2011). 
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Figura 6. Esquema de las hemi-sondas empleadas para la detección de secuencias específicas de ADN 
mediante la técnica de MLPA. 
Las primeras aplicaciones de la técnica de MLPA al análisis de alimentos estuvieron 
dirigidas a la detección de organismos modificados genéticamente (Ehlert et al., 2008; Guertler 
et al., 2014; Holck et al., 2009; Moreano et al., 2006). La detección de alérgenos alimentarios 
mediante esta técnica es todavía incipiente, pero los trabajos publicados en este área 
demuestran el gran potencial de multidetección de la técnica, que alcanza límites de detección 
de 5-10 mg/kg de los ingredientes alergénicos (Ehlert et al., 2009; Mustorp et al., 2011; 
Unterberger et al., 2014). 
II. 2. 1. 3.  Amplificación de ADN isotérmica mediada por bucle 
La técnica de amplificación de ADN isotérmica mediada por bucle (LAMP, Loop-Mediated 
Isothermal Amplification), al igual que la PCR, tiene la capacidad de amplificar selectivamente 
fragmentos específicos de ADN de la secuencia diana, con la ventaja de que la reacción puede 
completarse en un menor tiempo y empleando condiciones isotérmicas. Esta técnica emplea 
enzimas como la Bst polimerasa aislada de Bacillus stearothermophilus o la Bsm polimerasa 
aislada de Bacillus smithii, que presentan actividad enzimática a 66 °C y 63 °C, respectivamente. 
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Una de las principales ventajas es que no requiere el uso de termocicladores, ya que los ensayos 
pueden realizarse en dispositivos de calefacción que mantengan una temperatura estable. La 
efectividad de la técnica LAMP radica en el diseño de los cebadores. El método requiere el uso 
de 6 cebadores diferentes: 2 cebadores externos (denominados F3 y B3), 2 cebadores internos 
que contienen secuencias sentido y antisentido para favorecer la formación de un bucle 
(denominados forward internal primer o FIP y backward internal primer o BIP) y 2 cebadores 
bucle que aceleran la reacción de amplificación (forward loop primer o FLP y backward loop 
primer o BLP) (Figura 7). Los cebadores FLP y BLP se emplean únicamente en la denominada 
LAMP en tiempo real (qLAMP).  
 
Figura 7. Representación esquemática de los cebadores empleados en la técnica de amplificación 
isotérmica mediada por bucle en tiempo real (qLAMP). 
Aunque el diseño previo de los cebadores es más complejo que en el caso de la PCR 
convencional o en tiempo real, el manejo de la metodología es muy sencillo y permite la 
visualización directa (naked-eye) de los resultados debido a la liberación de pirofosfatos que 
originan turbidez en la mezcla de reacción. Además, también pueden emplearse agentes 
intercalantes para seguir la evolución en tiempo real de la reacción de polimerización (Parida 
et al. , 2008). 
Las primeras aplicaciones de la técnica LAMP estuvieron encaminadas al diagnóstico de 
enfermedades infecciosas (Wong et al., 2018) y tan solo recientemente ha empezado a 
aplicarse al análisis de alimentos en áreas como la detección de microorganismos patógenos o 
la detección de alérgenos alimentarios, entre otras (Focke et al., 2013; Salihah et al., 2016). La 
técnica es rápida y específica, no requiere instrumentación compleja y aporta niveles de 
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sensibilidad próximos a los de la PCR en tiempo real (D’Agostino et al., 2016; Garrido-Maestu 
et al., 2018). 
 Técnicas basadas en la detección de proteínas 
II. 2. 2. 1.  Inmunoensayos 
Los inmunoensayos son metodologías analíticas basadas en el reconocimiento específico 
entre un anticuerpo y su correspondiente antígeno. Los anticuerpos más comúnmente 
empleados en este tipo de análisis son las inmunoglobulinas IgG producidas en animales o IgY 
si proceden de la yema de huevo de gallinas inmunizadas. Cuando los anticuerpos se obtienen 
a partir del suero de animales inmunizados, dado que un mismo antígeno puede contener 
diferentes epítopos, el inmunógeno inducirá la producción de anticuerpos con diferente 
capacidad de reconocimiento. En esta situación, las IgGs que se producen provienen de 
diferentes clones de linfocitos B, por lo que se denominan anticuerpos policlonales y pueden 
presentar especificidades diferentes. A partir de 1975, con la publicación del trabajo sobre la 
tecnología de hibridomas, se impulsó el desarrollo de técnicas de inmunodetección que 
emplean anticuerpos monoclonales (Köhler y Milstein, 1975). Los hibridomas son células 
híbridas obtenidas tras la fusión de linfocitos extraídos del bazo de un animal con células 
cancerosas inmortales de rápida reproducción (mieloma). Mediante esta técnica, es posible 
obtener anticuerpos procedentes de un único clon de células B, incrementando así la 
especificidad de los inmunoensayos. El descubrimiento de esta tecnología supuso el 
reconocimiento a sus creadores, Köhler y Milstein, con el Premio Nobel en Fisiología y Medicina 
de 1984. 
Las inmunoglobulinas IgG son tetrámeros formados por cuatro cadenas polipeptídicas: dos 
cadenas pesadas (440 aminoácidos) y dos cadenas ligeras (220 aminoácidos) unidas entre sí 
mediante puentes disulfuro. Ambos tipos de cadenas poseen una región constante (C) en el 
extremo carboxi-terminal y una región variable (V) en el extremo amino-terminal, que será la 
que determine la capacidad del anticuerpo para reconocer a un determinado antígeno. La 
variabilidad de estas regiones V no se distribuye uniformemente, sino que se concentra en las 
denominadas regiones hipervariables o regiones determinantes de la complementariedad 
(CDR, complementary determining regions) que son las que configuran el sitio de unión al 
antígeno (Figura 8) (Miersch y Sidhu, 2012; Zeng et al., 2012).  
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La búsqueda de alternativas a los anticuerpos producidos mediante inmunización de 
animales de experimentación, consecuentes con la vigente normativa sobre bienestar animal, 
está motivando incesantes avances en el campo de la tecnología del ADN recombinante. Entre 
ellos, destaca un nuevo tipo de sondas de afinidad alternativas a las inmunoglobulinas 
convencionales: los fragmentos de anticuerpos recombinantes (de la Cruz et al., 2013a, 2015; 
Hudson y Kortt, 1999; Jeong et al., 2011; Ledsgaard et al., 2018; Madrid et al., 2018). Existen 
diferentes tipos de anticuerpos recombinantes, entre los que destacan los fragmentos de unión 
al antígeno o Fab (fragment-antigen-binding), los fragmentos variables de cadena sencilla o 
scFv (single chain variable fragment) y los anticuerpos de dominio único o dAb (single 
domain-antibodies) (Figura 8) (Ghassabeh et al., 2013; Saerens et al., 2008; Weisser y Hall, 
2009). Además, los anticuerpos también pueden reemplazarse por aptámeros (ácidos 
nucleicos de cadena sencilla) y péptidos que reconocen una determinada diana proteica con 
gran afinidad (Chen et al., 2011; Szeto et al., 2013; Zhang et al., 2019). 
 
Figura 8. Representación esquemática de una inmunoglobulina IgG y de algunos de los principales 
fragmentos de anticuerpos empleados en técnicas inmunológicas: fragmento de unión al antígeno (Fab) 
fragmento variable de cadena pesada (scFv) y anticuerpo de dominio único (dAb). VH: región variable de 
la cadena pesada; CH(1-3): región constante de la cadena pesada; VL: región variable de la cadena ligera; 
CL: región constante de la cadena ligera; CDR: regiones hipervariables o regiones determinantes de la 
complementariedad. Puentes disulfuro indicados en amarillo. 
En la actualidad, la técnica de ELISA es la más reconocida y empleada en los análisis 
rutinarios de alimentos, tanto en las empresas alimentarias como en las agencias reguladoras, 
ya que posee una elevada sensibilidad y proporciona resultados rápidos y fiables. Además, es 
una metodología sencilla y de fácil manejo que puede automatizarse para el análisis de varias 
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muestras a la vez (Bruins-Slot et al., 2016; Diaz-Amigo y Popping, 2013; Poms et al., 2004a). 
Cuando se dispone de un estándar del analito, la técnica de ELISA permite la cuantificación del 
alérgeno por interpolación de los valores de absorbancia generados en la curva de calibración. 
Sin embargo, dado que la determinación puede verse afectada por el tipo de matriz alimentaria 
y los métodos de procesado aplicados, la curva estándar puede no ser completamente 
representativa de la muestra analizada (Besler et al, 2001; Sathe et al., 2005).  
Existen diversas variantes de las técnicas inmunoenzimáticas según la fase sólida utilizada, 
el componente de la reacción que se fija en primer lugar o si se emplean concentraciones 
limitantes de antígeno o anticuerpo. Dentro de los formatos de ELISA más extendidos en la 
determinación de alérgenos alimentarios destaca el tipo sándwich, que requiere un primer 
anticuerpo (de captura) que inmoviliza los antígenos presentes en la muestra, y un segundo 
anticuerpo (de detección) que detecta el complejo antígeno-anticuerpo formado. El principio 
de la cuantificación se basa en el empleo de marcadores enzimáticos para detectar la 
interacción antígeno-anticuerpo. El anticuerpo de detección se encuentra conjugado a una 
enzima (generalmente la peroxidasa de rábano o HRP), por lo que la adición del sustrato 
cromogénico produce una reacción colorimétrica debido a la actividad enzimática. No 
obstante, cuando la muestra a analizar se encuentra altamente procesada se recomienda usar 
el formato de ELISA competitivo, como ocurre por ejemplo con la detección de gluten en 
productos hidrolizados (cervezas, siropes, malteados, etc.). En este caso, únicamente se 
requiere de un sitio de reconocimiento antígeno-anticuerpo, a diferencia del formato sándwich 
que necesita dos epítopos intactos para poder desarrollarse. En este diseño, el anticuerpo 
compite por su unión al antígeno inmovilizado en la fase sólida o al antígeno de la muestra 
presente en solución, por lo que la absorbancia generada será inversamente proporcional a la 
concentración de antígeno en la muestra (Mujico et al., 2012; Sajic et al., 2017; van Hengel, 
2007). La sensibilidad alcanzada en los ensayos ELISA es generalmente muy buena, con límites 
de detección de hasta 0,07-1,5 mg/kg en función del ingrediente alergénico y de la matriz 
analizada (EFSA, 2014; Monaci y Visconti, 2010).  
Además del ELISA, existen otros inmunoensayos que han ido ganando terreno gracias a su 
alta sensibilidad, como los ensayos de quimioluminiscencia (CLIA, ChemiLuminescence 
ImmunoAssay) y de inmunofluorescencia (FLISA, Fluorescence-Linked Immunosorbent Assay). 
En estas técnicas, el anticuerpo se encuentra marcado, respectivamente, con una enzima que 
cataliza una reacción quimioluminiscente o con un fluoróforo, por lo que en lugar de medir un 
cambio de color, lo que se genera es la emisión de luz (Oelschlaeger et al., 2002; Qin y Jin-Ming, 
2015; Yang et al., 2014). 
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Una versión simplificada de los ensayos de ELISA son las tiras reactivas (o dipsticks) y los 
dispositivos de flujo lateral (DFL), para los que de igual modo se dispone de formatos sándwich 
y competitivo. Estos dispositivos presentan la ventaja de que son rápidos, baratos y fáciles de 
usar, ya que no requieren ningún tipo de instrumentación. Sin embargo, son métodos 
únicamente cualitativos o semi-cuantitativos, por lo que no permiten conocer la concentración 
exacta de alérgeno en la muestra. La Figura 9 muestra un esquema de un DFL formado por una 
membrana de nitrocelulosa o polifluoruro de vinilideno (PVDF) a través de la cual la muestra 
asciende por capilaridad. En este tipo de dispositivos, la muestra se deposita en una superficie 
absorbente adyacente a la almohadilla conjugada en la cual están presentes los anticuerpos de 
detección marcados con partículas coloreadas, enzimas o moléculas fluorescentes. Si la 
muestra contiene el analito, se forma el complejo antígeno-anticuerpo que migra a través de la 
membrana hasta llegar a una región que contiene el anticuerpo de captura específico (línea de 
test), atrapando el complejo marcado. Por lo tanto, el nivel de coloración de la línea de test será 
proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra. Además, el dispositivo posee una 
segunda región donde se encuentran inmovilizados anticuerpos de captura frente al 
anticuerpo de detección (línea control), zona que tiene que desarrollar coloración para dar el 
resultado como válido (Rice y Lupo, 2014; Schubert-Ullrich et al., 2009; Yin et al., 2016).  
 
Figura 9. Esquema de un dispositivo de flujo lateral. 
En el mercado hay disponibles kits comerciales para la detección de los principales 
alérgenos de declaración obligatoria, basados tanto en ensayos de ELISA como en DFL, dos de 
los inmunoensayos más versátiles y estandarizados. El trabajo publicado recientemente por 
Ross et al. (2018) incluye una interesante y actualizada revisión de los kits comerciales más 
empleados para la detección de alérgenos como el gluten, soja, leche, huevo, cacahuete, frutos 
de cáscara (almendra, nuez de Brasil, anacardo, avellana, macadamia, pistacho, piñón, pacana 
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y nuez), coco, sésamo, crustáceos, pescados, altramuz y mostaza. Entre las principales casas 
que los comercializan se encuentran: R-Biopharm, Romer Labs, Neogen, Biomedal Diagnostics, 
Immunolab, Crystal Chem, BioFront Technologies y ELISA Systems. Cabe mencionar que, debido 
a la posible reactividad cruzada de los anticuerpos de estos inmunoensayos y a la variabilidad 
observada entre los kits distribuidos por las diferentes casas comerciales, a menudo se 
recomienda realizar un análisis de confirmación de las muestras positivas mediante otras 
técnicas no inmunológicas como la espectrometría de masas o las técnicas genéticas (Croote y 
Quake, 2016; Holzhauser, 2018; Platteau et al., 2011b; Tanner et al., 2013b). 
II. 2. 2. 2.  Espectrometría de masas  
El gran avance tecnológico de la espectrometría de masas (MS) ha permitido comprender 
mejor la compleja naturaleza de las proteínas, convirtiendo a esta técnica en una potente 
herramienta de base no inmunológica para la detección de alérgenos alimentarios. Esta técnica 
analítica se caracteriza por su rapidez, precisión, alta sensibilidad, especificidad y 
reproducibilidad y permite la identificación inequívoca de múltiples alérgenos y sus isoformas, 
incluso en productos procesados en los que las modificaciones físicas o químicas pueden 
afectar a la estabilidad de las proteínas. Aunque el tratamiento previo de la muestra es sencillo, 
el análisis por MS requiere el uso de una instrumentación compleja, cuyo precio y 
mantenimiento es considerablemente elevado. Este hecho, unido a la necesidad de personal 
cualificado para realizar los análisis, limita la utilidad de esta técnica para determinaciones 
rutinarias (Croote y Quake, 2016; Monaci y Visconti, 2009; Sancho y Mills, 2010). 
Los análisis realizados mediante MS se apoyan en técnicas complementarias de 
prefraccionamiento que permitan purificar la proteína de interés, como pueden ser la 
electroforesis unidimensional o bidimensional y la cromatografía líquida. Un espectrómetro de 
masas cuenta con tres componentes fundamentales: una fuente de ionización, un analizador 
de masas y, finalmente, un detector. En el caso concreto del análisis de alérgenos alimentarios, 
las más empleadas son las fuentes de ionización suaves: desorción/ionización láser asistida 
por matriz (MALDI, Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) y la ionización por 
electroespray (ESI, ElectroSpray Ionization). Una vez formados los iones, el analizador de 
masas los separa en función de su relación masa/carga (m/z.) Los analizadores de masas más 
utilizados son el cuadrupolo (Q, Quadrupole), la trampa de iones (IT, Ion Trap), el tiempo de 
vuelo (TOF, Time of Flight) y las combinaciones híbridas de los mismos (Bantscheff et al., 2007; 
Domon y Aebersold, 2006). 
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La técnica de MS puede emplear dos estrategias diferentes denominadas bottom-up (de 
abajo a arriba) y top-down (de arriba abajo), en función de si se analizan las proteínas digeridas 
o intactas, respectivamente. 
Para llevar a cabo la determinación de alérgenos alimentarios, generalmente se procede a 
la digestión previa de la muestra con una o varias enzimas proteolíticas (estrategia bottom-up). 
En esta estrategia, para identificar la proteína de la que proceden, los péptidos generados 
pueden analizarse mediante MS a través del estudio de la huella peptídica (PMF, Peptide Mass 
Fingerprint) o mediante espectrometría de masas en tándem (MS/MS) estudiando el patrón de 
fraccionamiento de los péptidos (PFF, Peptide Fragment Fragmentation). Los espectros de 
MS/MS ofrecen una gran cantidad de información estructural, consiguiendo en muchos casos 
la secuenciación completa de los péptidos de interés, así como la identificación de los eventos 
postraduccionales que haya podido sufrir el alérgeno (Monaci y Visconti, 2009; Picariello et al., 
2011). Los ensayos bottom-up que emplean como método de separación la cromatografía 
líquida se engloban dentro de la denominada proteómica shotgun, y permiten la detección de 
compuestos poco abundantes aunque con peor resolución en comparación con la 
electroforesis bidimensional. Este tipo de análisis alcanza límites de detección del orden de 
1-5 mg/kg del ingrediente alergénico, ya que los péptidos se separan más eficazmente que las 
proteínas (de la Cruz, 2017; EFSA, 2014). 
Por otra parte, gracias al desarrollo de instrumentos de MS de alta resolución, hoy en día se 
puede realizar el análisis de proteínas intactas para estudiar los iones de fragmentación 
generados (estrategia top-down). Para ello, se requiere conocer perfectamente el alérgeno de 
interés y disponer de estándares del analito. El método más empleado se denomina 
monitorización de reacciones múltiples (MRM, Multiple Reaction Monitoring) y se engloba 
dentro de los análisis de proteómica cuantitativa selectiva. El espectrómetro de masas en el 
que se realizan estos análisis es el triple cuadrupolo (QQQ), dónde el primer y último Q actúan 
como filtros de masa estáticos, y el segundo Q funciona como una célula de colisión para 
fragmentar el ión precursor en iones producto. De esta forma se consigue un método dirigido 
a la determinación de un péptido concreto presente en el alérgeno de interés, aumentando la 
sensibilidad del análisis (Mamone et al., 2011; Planque et al., 2017). Además, esta técnica 
permite monitorizar simultáneamente un gran número de péptidos aumentando aún más la 
selectividad y exactitud a la hora de cuantificar el alérgeno (Croote y Quake, 2016; Sancho y 
Mills, 2010).  
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El apoyo decisivo a los análisis de proteínas mediante MS lo proporcionan, sin duda, las 
herramientas bioinformáticas necesarias para la correcta interpretación de los espectros de 
masas generados. Las identificaciones suelen realizarse automáticamente a través de 
programas informáticos potentes y comercialmente accesibles, como Mascot y SEQUEST, en 
combinación con bases de datos públicas continuamente actualizadas (NCBI y SwissProt) 
(Picariello et al., 2011). 
II. 2. 2. 3.  Biosensores  
Desde hace unos años, los biosensores se están perfilando como una tecnología emergente 
para el análisis de alérgenos alimentarios. Un biosensor está compuesto por dos elementos 
funcionales integrados: un receptor biológico diseñado para reconocer específicamente una 
diana determinada y un transductor capaz de interpretar la reacción que se produce en el 
receptor y generar una señal cuantificable (Figura 10). De esta forma, el biosensor 
proporciona una información cuantitativa o semi-cuantitativa del proceso que podrá 
relacionarse con la concentración del analito en la muestra. Según la naturaleza del receptor y 
del transductor, se han desarrollado una gran variedad de dispositivos biosensores. Dentro de 
los receptores biológicos más empleados, se encuentran los anticuerpos, las enzimas, las 
secuencias de oligonucleótidos y los receptores proteicos. Por su lado, en función de la 
naturaleza del transductor los biosensores se clasifican en ópticos, electroquímicos, 
piezoeléctricos y termométricos (Alves et al., 2016; Campuzano et al., 2016; Prado et al., 2016; 
Ross et al., 2018; Yasmin et al., 2016). 
En comparación con los métodos analíticos convencionales que a menudo conllevan varias 
etapas y resultan laboriosos, el diseño de los biosensores proporciona un dispositivo portátil, 
de fácil manejo y que permite realizar análisis rápidos a un coste asequible (Gómez-Arribas et 
al., 2018; Lin et al., 2017). En este sentido, una interesante alternativa a los ensayos de ELISA 
aplicados al análisis de alérgenos alimentarios consiste en el empleo de biosensores basados 
en sistemas microfluídicos que permiten reducir considerablemente el tiempo de análisis y el 
volumen de reactivos necesario, abaratando el coste del método sin comprometer su 
sensibilidad (Chiriacò et al., 2015; Liu et al., 2010; Luka et al., 2015; Weng et al., 2016). La 
mayoría de los biosensores desarrollados para la determinación de ingredientes alergénicos 
se basan en la detección de las proteínas a través del uso de anticuerpos, los denominados 
inmunosensores. No obstante, también se han desarrollado biosensores dirigidos a la 
detección de ácidos nucleicos o genosensores, que permiten alcanzar límites de detección en 
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el intervalo de 1-10 mg/kg del ingrediente alergénico (López et al., 2014; Martín-Fernández et 
al., 2017; 2016; Neethirajan et al., 2018). 
 
Figura 10. Representación esquemática de un biosensor (adaptada de Yasmin et al. 2016). 
Los biosensores ópticos basados en la resonancia de plasmones superficiales (SPR, Surface 
Plasmon Resonance) destacan entre los más utilizados para el análisis de alimentos. La SPR es 
un fenómeno óptico que ocurre cuando la luz polarizada incide sobre una capa delgada 
metálica, generalmente de oro o plata, que se sitúa entre un prisma y la muestra. Como el 
prisma posee un mayor índice de refracción que la capa metálica, la luz incide con un 
determinado ángulo en la interfase que se crea entre ambos. Para un determinado ángulo de 
incidencia, denominado ángulo de resonancia, se produce la excitación de un plasmón 
superficial (oscilaciones colectivas de los electrones de conducción del metal). Este ángulo de 
resonancia varía en función del índice de refracción del medio situado al lado opuesto de la 
capa metálica. Cuando el analito interacciona con el elemento de reconocimiento (inmovilizado 
sobre la superficie de oro) provoca un cambio del índice de refracción en la superficie del metal 
que conlleva un desplazamiento en el ángulo de resonancia que es registrado por el detector. 
Este sistema de detección permite medir la muestra sin necesidad de complejos pasos previos 
de purificación y sin tener que emplear ningún marcaje para monitorizar la interacción. Los 
biosensores de SPR se han utilizado para la detección de los principales alérgenos alimentarios 
(cacahuete, frutos de cáscara, huevo, leche, marisco, pescados, altramuz, etc.) alcanzándose 
límites de detección inferiores a 5 mg/kg (Rebe Raz et al., 2010; Wammes et al., 2015; Zhou et 
al., 2019). 
Otro tipo de biosensor que no requiere ningún tipo de marcaje para llevar a cabo la 
detección del alérgeno es la microbalanza de cristal de cuarzo (QCM, Quartz Crystal 
Microbalance). Estos biosensores están basados en el efecto piezoeléctrico, fenómeno físico 
que presentan algunos cristales por el que adquieren una diferencia de potencial eléctrico 
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entre algunas de sus caras al ser sometidos a una deformación mecánica. Un sensor tipo QCM 
consiste en un disco delgado de cuarzo situado entre dos electrodos. Gracias a las propiedades 
piezoeléctricas del cristal, cuando se aplica un voltaje entre los electrodos se produce una 
deformación del mismo que induce la aparición de oscilaciones. La frecuencia de resonancia a 
la que vibra el cristal de cuarzo es característica del material y varía en función de la masa que 
se haya depositado sobre él. De esta forma, el cambio de frecuencia registrado en el detector 
será proporcional a la cantidad de analito reconocido por el receptor biológico del sensor 
situado sobre el cristal, comportándose como una balanza (Funari et al., 2017; Thakur y 
Ragavan, 2013; Xiulan et al., 2010). 
II. 3. SISTEMAS DE PRODUCCIÓN in vitro DE FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS 
En la actualidad, los anticuerpos disponibles para la determinación de alérgenos en 
alimentos se han obtenido mediante la inmunización de animales con extractos proteicos de la 
especie de interés para la obtención de sueros inmunes convencionales (anticuerpos 
policlonales) o la extracción de linfocitos B del bazo para generar hibridomas (anticuerpos 
monoclonales). Sin embargo, desde la formulación del “principio de las tres erres” de Russel y 
Burch, la bioética trata de refinar y reducir el uso de animales de experimentación, instando a 
reemplazar su uso por otros procedimientos experimentales siempre que sea posible (Russel 
y Burch, 1959). Esta necesidad se ve reflejada en la Directiva Europea 2010/63/EU, 
transpuesta a la legislación española a través del Real Decreto 53/2013, por el que se 
establecen las normas básicas aplicables para la protección de los animales utilizados en 
experimentación y otros fines científicos.  
En este sentido, las técnicas de ingeniería genética han evolucionado durante las últimas 
décadas para ofrecer estrategias innovadoras en la producción y selección de anticuerpos 
monoclonales que no requiera de la inmunización previa de animales. Además, el avance de la 
ingeniería de anticuerpos ha permitido el diseño de nuevos sitios funcionales de unión a 
antígenos conocidos como fragmentos de anticuerpos, que suponen una interesante 
alternativa a las inmunoglobulinas naturales en el desarrollo de metodologías analíticas. Entre 
las estrategias más comúnmente empleadas para la selección de fragmentos de anticuerpos, 
destaca la tecnología de presentación sobre fagos filamentosos o phage display, si bien existen 
otros formatos de presentación como los ribosomas y las superficies celulares (bacterias, 
levaduras y células mamíferas) (de Marco, 2011; Sergeeva et al., 2006; Teixeira y Gonzalez-
Pajuelo, 2018; Uchański et al., 2019). 
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Los métodos de producción de anticuerpos recombinantes son menos laboriosos y costosos 
en comparación con la tecnología de hibridomas y, dado que no se generan en animales, pueden 
obtenerse anticuerpos frente a todo tipo de dianas, incluyendo compuestos con baja capacidad 
inmunogénica o que resultan tóxicos o inestables en animales, así como antígenos altamente 
conservados y auto-antígenos. Otra de las principales ventajas de las técnicas in vitro es que 
permiten un mayor control de la naturaleza de los anticuerpos producidos mediante la 
manipulación de las condiciones de selección, como por ejemplo a través de la incorporación 
de moléculas competidoras que modulen la afinidad hacia dianas o epítopos específicos y, 
puesto que pueden definirse las condiciones de producción, la variabilidad entre los diferentes 
lotes es despreciable. Además, tanto la secuencia nucleotídica como proteica del anticuerpo 
son conocidas, por lo que se puede garantizar su identidad en los diferentes lotes producidos 
y se facilita la transmisión de conocimientos científicos y tecnológicos (Birch y Racher, 2006; 
Hammers y Stanley, 2014; Hentrich et al., 2018; Hwang y Foote, 2005). Por último, gracias a la 
tecnología del ADN recombinante, es posible incluir modificaciones funcionales en las 
moléculas seleccionadas para dotar a los anticuerpos con diversas propiedades, como el 
marcaje con dominios específicos que favorezcan su purificación, inmovilización o detección 
en diversas aplicaciones analíticas y terapéuticas (de la Cruz, 2017; Joosten et al., 2003; Mori 
et al., 2018; Panjideh et al., 2008).  
II. 3. 1.   Tecnología de phage display  
La tecnología de presentación sobre fagos filamentosos o phage display nació en 1985, 
cuando George P. Smith demostró que los fagos M13 tenían la capacidad de expresar en su 
superficie proteínas exógenas al fusionar los genes que codifican para las proteínas de la 
cápside con el gen codificante de la proteína expresada (Smith, 1985). Posteriormente, esta 
técnica surgió como una poderosa alternativa a la tecnología de hibridomas para la producción 
de anticuerpos monoclonales mediante el cribado de genotecas combinatorias basadas en la 
expresión de millones de fragmentos de anticuerpos diferentes sobre la superficie de fagos 
(Huse et al., 1989; Parmley y Smith, 1988). Dada la gran relevancia que ha supuesto el 
desarrollo de esta tecnología, G. P. Smith y Gregory P. Winter (Laboratory of Molecular Biology) 
han sido recientemente galardonados con el Premio Nobel de Química de 2018. 
De las diferentes clases de bacteriófagos que existen, los fagos filamentosos que tiene la 
capacidad de infectar bacterias gram negativas mediante ciclos de replicación no líticos, son 
los más empleados en phage display. Los fagos mejor caracterizados con este fin son el M13, Fl 
y Fd, que dada su alta homología genética (98 % del material genético compartido) son 
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denominados en conjunto fagos Ff. Estos fagos infectan de manera específica a células de 
Escherichia coli que portan el plásmido conjugativo denominado factor de fertilidad o factor F. 
Entre ellos, el fago filamentoso M13 es el vector de expresión más comúnmente empleado en 
la construcción de genotecas recombinantes. Estos fagos están compuestos por una única 
molécula de ADN monocatenario (ADNmc) circular (6-7 kilobases) y una cápside de estructura 
cilíndrica de aproximadamente 7 nm de ancho y 900 nm de longitud. Esta cubierta alargada 
consiste principalmente en miles de copias de la proteína mayor de recubrimiento pVIII, 
proteína estructural principal del fago que alberga el genoma vírico (Figura 11). El resto de 
proteínas de superficie se encuentran en los extremos del fago, compuestos por 5 copias de 
cada una de las siguientes proteínas minoritarias: uno de los extremos está formado por las 
proteínas pVII y pIX y el otro por las pIII y pVI (Bratkovič, 2010; Sidhu, 2001; Smith y Petrenko, 
1997; Teixeira y Gonzalez-Pajuelo, 2018). 
 
Figura 11. Representación esquemática de las cinco proteínas de recubrimiento del fago M13 (pIII, pVI, 
pVIII, pVII y pIX), número de copias de estas proteínas que contiene cada virión y su respectivo peso 
molecular. ADNmc: ADN monocatenario. 
Para realizar la presentación de proteínas sobre la cubierta del fago, se han probado 
fusiones covalentes con los cinco tipos de proteínas de recubrimiento mencionadas. Sin 
embargo, las más empleadas para la fusión de proteínas heterólogas son la proteína 
minoritaria pIII (para la expresión de bajo número de copias) y la pVIII (para la expresión de 
alto número de copias). La proteína pIII, implicada en el proceso de infección de la bacteria, 
posee unos 406 aminoácidos y está constituida por tres dominios diferentes: dos dominios 
N-terminal (N1 y N2) y un dominio C-terminal anclado en la cubierta del fago. En el momento 
de la infección, el dominio N2 interactúa con el F-pilus, lo que provoca su retracción y permite 
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al dominio N1 unirse a la proteína de membrana interna TolA del hospedador bacteriano 
(Hentrich et al., 2018). En ese momento, el ADN vírico penetra en el interior de la bacteria 
donde se convierte en una doble hebra circular conocida como forma replicativa. En los 
primeros momentos tras la infección, las hebras de ADNmc hijas se convierten a la forma 
replicativa sirviendo así de molde para la síntesis de hebras hijas adicionales. Este proceso de 
replicación se detiene al alcanzarse las 100-200 copias de ADN, momento en el cual el genoma 
viral se ensambla con la cápside proteica en la membrana bacteriana y se produce la liberación 
de nuevas partículas víricas. Aunque se ha observado una disminución en la velocidad de 
reproducción de las células infectadas, al no tratarse de fagos líticos, el crecimiento bacteriano 
continúa, por lo que llegan a encontrarse fácilmente títulos de 1012 partículas víricas por 
mililitro de cultivo (Ledsgaard et al., 2018; Pande et al., 2010; Sergeeva et al., 2006). 
A pesar de que es factible clonar la secuencia que codifica para la proteína exógena 
directamente en el genoma del fago, lo que originaría fagos con las cinco copias de pIII 
expresando la proteína, esta estrategia está frecuentemente limitada en función del tamaño de 
la proteína heteróloga. Dado que los fragmentos de anticuerpos poseen un tamaño que puede 
interferir en la capacidad infectiva del fago o el correcto empaquetado de los viriones, la 
alternativa más comúnmente empleada consiste en emplear plásmidos de menor tamaño 
denominados fagémidos. Estos plásmidos contienen exclusivamente el gen que codifica para 
la fusión de la proteína de recubrimiento pIII y la proteína exógena, además de un gen de 
resistencia a antibióticos, el origen de replicación del fago y de la ADN polimerasa y la señal de 
empaquetamiento del fagémido (Miersch y Sidhu, 2012). Por lo tanto, para que se produzca el 
correcto empaquetamiento del virión, es necesario que la bacteria portadora del fagémido 
contenga la información genética del resto de proteínas de recubrimiento. Esta información la 
proporciona el denominado fago auxiliar o fago helper, que posee una señal de 
empaquetamiento defectiva, por lo que se empaquetará preferentemente la información 
genética del fagémido. Dado que el fago auxiliar posee un gen de resistencia a antibióticos 
diferente al fagémido, esto permitirá la selección exclusiva de aquellas bacterias que hayan 
adquirido la información genética proporcionada por ambos. El fago resultante contendrá 
tanto proteínas pIII que provengan del fago auxiliar (wild type) como del fagémido (fusionadas 
a la proteína recombinante), dando lugar a un virión híbrido que contiene el genoma del 
fagémido y que exhibe pocas copias de la proteína de fusión (Figura 12). 
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Figura 12. Representación esquemática de un sistema de phage display con dos fuentes de proteína pIII: 
fago auxiliar y fagémido. El virión resultante presenta un fenotipo heterogéneo combinación de ambos 
genotipos. gIII: gen que codifica para la proteína de recubrimiento pIII; Kan y Amp: genes de resistencia a 
la kanamicina y ampicilina, respectivamente. 
II. 3. 2.   Biopanning  
La tecnología de phage display require, en primer lugar, de la existencia de una agrupación 
de fagos recombinantes o genoteca, que exprese en su superficie una gran diversidad de 
proteínas exógenas. De manera general, gracias a su accesibilidad al solvente, las proteínas 
recombinantes expresadas por los fagos se comportan de igual manera que lo harían si no 
estuvieran fusionadas al virión. Hoy en día, hay disponibles diferentes tipos de genotecas de 
fagos que expresan desde péptidos de secuencia aleatoria de una longitud definida, hasta 
fragmentos de anticuerpos de diversa naturaleza (Fab, scFv, dAb, etc.), tanto humanos como 
murinos (Hentrich et al., 2018; Rami et al., 2017).  
El proceso de selección in vitro de fragmentos de anticuerpos llevado a cabo para obtener 
los ligandos que exhiben una mayor afinidad por la molécula diana, se conoce como biopanning 
(Figura 13). Esta estrategia comprende una serie de etapas que tratan de simular el proceso 
de hipermutación somática que tiene lugar in vivo, con el fin de seleccionar una subpoblación 
de fagos que presenten mayor afinidad por el ligando (Bradbury et al., 2011). En primer lugar, 
la genoteca se incuba en presencia de la molécula diana, que se puede encontrar inmovilizada 
sobre una superficie soporte o en solución. Las partículas de fagos que no interaccionan 
específicamente con el ligando, son eliminadas mediante sucesivas etapas de lavado con el 
objetivo de recuperar exclusivamente los fagos unidos a la molécula diana (mediante el uso de 
enzimas proteolíticas o cambios bruscos en el pH o la fuerza iónica del medio). Esta 
subpoblación de fagos recuperada, representa una fracción de la genoteca inicial enriquecida 
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en viriones que poseen la capacidad de reconocer el antígeno de interés, y que puede a su vez 
amplificarse mediante la infección de nuevas células de E. coli. Una vez finalizado el proceso de 
selección a través de múltiples rondas sucesivas de biopanning, se lleva a cabo el aislamiento 
de clones individuales para comprobar la funcionalidad de los fagos seleccionados mediante 
técnicas inmunológicas (generalmente ELISA) e identificar la secuencia nucleotídica que 
codifica para los fragmentos de anticuerpos de interés (Adda et al., 2002; Bakhshinejad et al., 
2016; Hoogenboom, 2005). 
Esta técnica de obtención de anticuerpos monoclonales mediante el uso de cultivos de 
microorganismos, permite la producción ilimitada de sondas específicas con protocolos 
relativamente sencillos, por lo que el proceso es rápido, económico y automatizable. Además, 
dado que se dispone de la información genética del anticuerpo que reconoce a la molécula 
diana, se puede recurrir a técnicas de maduración in vitro de la afinidad para incrementar su 
sensibilidad, su transformación a diferentes formatos de anticuerpos o emplear diversos 
sistemas de expresión de proteínas recombinantes (bacterias, levaduras, hongos filamentos, 
células, etc.) (de la Cruz, 2017; Rajput et al., 2014; Wemmer, 2008).
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Figura 13. Representación esquemática del proceso de selección in vitro de anticuerpos recombinantes mediante el uso de fagémidos por phage display.
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Table 1. Specificity of the Allergen-MLPA system. 
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Table 2. Half-probes and primers used in the MLPA method. 
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Table 3. Description of the primers and probes used in the Taqman real time PCR confirmatory 
assay. 
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Figure 1. Capillary electrophoresis of the MLPA system using a mixture of sunflower, poppy, flaxseed, 
sesame and soy DNAs (20 ng/µl) as template. All five targets plus the positive amplification control (PAC) 
are detected in one experiment. 
III. RESULTS AND DISCUSSION 
75 
 
Figure 2. (A): Capillary electrophoresis after allergen MLPA of a model cookie spiked with 
sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy at 10 mg/kg concentration. (B, C): MLPA analysis of 
commercial food products 4, 8 respectively (Table 3). 
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Table 4. Results after MLPA and real time PCR analysis of 56 commercial food products. 
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Table 5. Specificity of the cereal-MLPA system. 
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Table 6. Probes and primers of the MLPA systems. 
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Figure 3. Electropherograms obtained from the MLPA analysis of (A) a mixture of wheat, barley, 
rye and oats DNAs (20 ng/µL) and (B) a self-prepared model cake with decreasing spiked levels 
of the target cereals: (1) 500 mg/kg, (2) 50 mg/kg and (3) 10 mg/kg (4) Un-spiked maize dough. 
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Table 7. Results of the MLPA and real-time PCR analysis of 40 commercial food products. 
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Figure 4. Electropherograms obtained from the MLPA analysis of different commercial food 
products. A, B, C, D: products 3, 15, 8 and 12, respectively (Table 3), containing several target 
cereals. E, F: products 31 and 36, respectively (Table 3), not containing wheat, barley, rye nor 
oats. 
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A novel approach to produce phage antibody fragments (dAbs) for the detection of 
gluten in foods. 
Aina García-García, Raquel Madrid, Isabel González, Teresa García and Rosario Martín*. 
Departamento de Nutrición y Ciencia de los Alimentos, Facultad de Veterinaria, Universidad 
Complutense de Madrid, 28040 Madrid, Spain. 
Abstract 
In this study, we demonstrated the feasibility of isolating recombinant phage-antibodies against gluten 
from a non-immunized library of human single-domain antibodies (dAb). Phage display technology 
enabled the selection of affinity probes by successive rounds of biopanning against a biotinylated 
synthetic peptide comprising repetitive immunogenic gluten motifs. The analysis of a wide 
representation of heterologous plant species corroborated that two of the isolated clones were specific 
to wheat, barley and rye proteins. The phage antibody selected as the most appropriate clone for the 
detection of gluten in foods (dAb8E-phage) was further applied in an indirect ELISA to the analysis of 50 
commercial food samples. Although the limit of detection achieved did not improve those of current 
immunoassays, the proposed methodology could provide new promising pathways for the generation 
of recombinant antibodies which allow a comprehensive determination of gluten in foods, whilst 
replacing the need for animal immunization. 
Keywords 
Gluten; celiac disease; phage display; single-domain antibody; antibody discovery; ELISA; allergen 
labelling 
 
1. Introduction 
Gluten is the general name used to describe a 
highly complex mixture of storage proteins 
mainly found in wheat, barley, rye and their 
hybridized strains (e.g. triticale, a cross between 
wheat and rye) (Biesiekierski, 2017; Kucek, 
Veenstra, Amnuaycheewa, & Sorrells, 2015). 
Several human pathologies have been linked 
with the consumption of gluten-containing 
cereals, such as celiac disease, one of the most 
common chronic gastrointestinal disorders that 
approximately affects 1 % of the general 
population (Koehler, Wieser, & Konitzer, 2014; 
Lionetti, Gatti, Pulvirenti, & Catassi, 2015). 
Mainly gliadins, hordeins and secalins, the 
prolamins from wheat, barley and rye, 
respectively, have been linked to trigger the 
toxic reaction, whereas, the role of avenins 
(prolamins from oats) is still a controversial 
matter (Comino, Moreno, & Sousa, 2015). 
Nowadays, specific cultivars of oats grown under 
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1. Introduction 
Adverse reactions to food, which affect a 
significant percentage of the world population, 
have become a major economic concern because 
they are responsible for a significant number of 
hospitalizations and food recalls. Specifically, 
the ingestion of gluten-containing cereals can 
trigger an array of different conditions, 
collectively designated as “gluten-related 
disorders”, that include different autoimmune 
disorders (i.e. coeliac disease, dermatitis 
herpetiformis and gluten ataxia), wheat allergy 
and the controversial non-coeliac gluten 
sensitivity (NCGS) (Elli et al., 2015; Sapone et al., 
2012). In all cases, the only effective treatment 
for patients suffering from these pathologies is 
the complete withdrawal of gluten from the diet. 
Therefore, the development of methods that 
allow detection and quantitative determination 
of gluten has gained importance in the last 
decades (Al-Bawardy et al., 2017; Melini & 
Melini, 2018). 
Enzyme-linked immune-sorbent assay (ELISA) 
is the technique mostly used for routine analysis 
of allergens in foods for its high sensitivity and 
ability to process a large number of samples at a 
time (EFSA, 2014; Poms, Klein, & Anklam, 2004). 
Nevertheless, ELISA procedures can be tedious, 
time-consuming, and produce unexpected cross-
reactions if the employed antibody is not fully 
characterized (e.g. polyclonal antibodies). Most 
of these disadvantages might be overcome as a 
result of the significant progress made in the 
generation of monoclonal antibodies (mAbs) 
and molecular engineering techniques 
(Ledsgaard, Kilstrup, Karatt-Vellatt, McCafferty, 
& Laustsen, 2018; Morino et al., 2001). In these 
sense, antibody fragments are widely accepted 
as a valuable tool in modern immunological 
determination since they provide small and 
highly specific reagents against the target 
antigen (Saerens, Huang, Bonroy, & 
Muyldermans, 2008). Furthermore, their fusion 
to fluorescent or bioluminescent proteins offers 
an interesting alternative for the development of 
new biosensing devices and fluorescence-linked 
immune-sorbent assays (FLISA) which do not 
require the binding of secondary antibodies and 
enzyme reactions (Sakamoto et al., 2010; Yang et 
al., 2014). These labelled antibodies can be 
obtained by chemical conjugation with organic 
fluorescent dyes, such as FITC, CY-3 or CY-5. 
However, this approach has several 
disadvantages such as the requirement of 
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha consistido en el empleo de metodologías, 
genéticas e inmunológicas, para la detección de diferentes especies vegetales con potencial 
alergénico en los alimentos. Con relación a las técnicas genéticas, se han desarrollado en primer 
lugar sistemas de amplificación dependiente de ligasa de múltiples sondas (MLPA) para la 
detección simultánea de especies como el girasol, amapola, lino, sésamo, soja y cereales de 
declaración obligatoria (trigo, cebada, centeno y avena). Por otra parte, debido al aumento en 
la incidencia de patologías asociadas al consumo de cereales con gluten, y a la creciente 
tendencia a evitar la inclusión de este componente en la dieta, también se ha desarrollado una 
técnica de PCR en tiempo real para la detección conjunta de ADN procedente de las tres 
principales especies de cereales con gluten (trigo, cebada y centeno).  
Con relación a las técnicas inmunológicas, y en el contexto de la importancia del análisis y 
trazabilidad del gluten en alimentos, en este trabajo se ha llevado a cabo una nueva estrategia 
de obtención de anticuerpos monoclonales de dominio único (dAb) para la detección de esta 
proteína a partir de una genoteca sintética de fago-anticuerpos recombinantes. Este método de 
selección de anticuerpos permitirá el uso posterior de técnicas de ingeniería genética que 
introducen modificaciones funcionales en la secuencia nucleotídica codificante de los 
anticuerpos para mejorar su aplicabilidad en diferentes estrategias analíticas para la detección 
de gluten en alimentos. 
Para cumplir los objetivos mencionados, ha sido necesaria la consecución de los siguientes 
objetivos parciales: 
1. Empleo de técnicas de amplificación dependiente de ligasa de múltiples sondas (MLPA) 
para la detección de ingredientes alergénicos de origen vegetal en alimentos: 
a. Sistema de MLPA para la detección simultánea de ADN procedente de girasol, 
amapola, lino, sésamo y soja en alimentos (sistema MLPA de semillas). 
b. Sistema de MLPA para la detección simultánea de ADN procedente de trigo, cebada, 
centeno y avena en alimentos (sistema MLPA de cereales). 
2. Empleo de técnicas de PCR en tiempo real con sondas fluorescentes Taqman® para la 
detección conjunta de cereales con gluten (trigo, cebada y centeno) en alimentos. 
3. Selección de anticuerpos monoclonales de dominio único mediante la tecnología de phage 
display para la detección de gluten en alimentos a partir del enriquecimiento por afinidad 
frente a un péptido sintético de una genoteca naïve de fago-anticuerpos recombinantes. 
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4. Obtención de vectores de expresión para modificar funcionalmente los anticuerpos 
recombinantes obtenidos frente al gluten mediante su fusión a proteínas con propiedades 
luminiscentes y la posterior producción empleando la levadura Pichia pastoris. 
A continuación se resumen y valoran los principales resultados obtenidos en la 
consecución de los objetivos planteados en esta Tesis Doctoral. 
IV. 1. EMPLEO DE TÉCNICAS DE AMPLIFICACIÓN DEPENDIENTE DE LIGASA DE 
MÚLTIPLES SONDAS (MLPA) PARA LA DETECCIÓN DE INGREDIENTES 
ALERGÉNICOS DE ORIGEN VEGETAL EN ALIMENTOS 
Uno de los grandes retos en el análisis de alérgenos radica en la necesidad de detectar bajas 
concentraciones de un determinado ingrediente en el alimento. Además, es frecuente que un 
producto alimenticio pueda contener más de un componente o ingrediente que cause alergias 
o intolerancias alimentarias. Este hecho hace que los ensayos de detección de una única diana 
puedan ser, a veces, insuficientes desde un punto de vista práctico. Por este motivo, cada vez 
se está impulsando más el desarrollo de metodologías analíticas que ofrezcan la posibilidad de 
detectar, de forma rápida y específica, varias dianas a la vez. Entre ellas, la técnica de 
amplificación dependiente de ligasa de múltiples sondas (MLPA) se ha empleado en los últimos 
años en el área del análisis de alimentos para aplicaciones como la detección de organismos 
modificados genéticamente (Ehlert et al., 2008; Guertler et al., 2014; Holck et al., 2009; 
Moreano et al., 2006; Ujhelyi et al., 2012) y la identificación de especies alergénicas, tanto 
vegetales como animales (Ehlert et al., 2009; Mustorp et al., 2011; Unterberger et al., 2014). 
Esta técnica genética no amplifica directamente la secuencia genómica diana, sino el producto 
resultante de la ligación de parejas de hemi-sondas que hibridan en regiones adyacentes del 
ADN de interés. De esta manera, mediante el diseño de hemi-sondas MLPA de tamaño variable 
con extremos 5’ y 3’ comunes que posibilitan la amplificación conjunta con un único par de 
cebadores, se puede conseguir la detección de varias secuencias de ADN en una misma 
reacción. 
En primer lugar, se procedió mediante esta técnica a la detección simultánea de ADN 
procedente de girasol (Helianthus annuus), amapola (Papaver rhoeas), lino (Linum 
usitatissimum), sésamo (Sesamum indicum) y soja (Glicine max) en productos alimenticios. La 
reciente tendencia de incorporar semillas y sus respectivos aceites en la dieta ha ido asociada 
con un aumento en la incidencia de reacciones de hipersensibilidad causadas por su ingesta, si 
bien la frecuente falta de información dificulta la identificación del agente causal y conlleva a 
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la subestimación de los casos registrados (Patel y Bahna, 2016). Hasta la fecha, los estudios 
epidemiológicos acerca de la alergenicidad de este tipo de semillas son escasos y la mayoría se 
centran en el sésamo, cuya prevalencia se estima en un 0,1-0,2 %, aunque se han observado 
importantes diferencias geográficas (Adatia et al., 2017; Dalal et al., 2012). En países como 
Israel y Arabia Saudí el sésamo es uno de los alérgenos que más frecuentemente causa 
reacciones anafilácticas. La creciente introducción de este ingrediente en numerosos países 
europeos explica su presencia dentro de la lista de ingredientes de declaración obligatoria del 
Reglamento (UE) 1169/2011. A pesar de que este listado no recoge a otras semillas con 
demostrado potencial alergénico como el girasol, la amapola o el lino (Axelsson et al. , 1994; 
Gall, 2000; Keskin y Sekerel, 2006; Panasoff, 2008), la Comisión Europea establece que podrá 
ser reexaminado y actualizado en función de los últimos avances científicos y conocimientos 
técnicos. Por ello, no se descarta que en un futuro, estos y otros alérgenos emergentes pasen a 
formar parte de los ingredientes de declaración obligatoria en el etiquetado de alimentos. 
Asimismo, la soja también se ha reconocido como uno de los vegetales alergénicos de mayor 
importancia y frecuencia en los alimentos, siendo uno de los ingredientes que más casos de 
alergia produce en niños, con prevalencias que varían entre el 0,4 y el 1,2 % (Cordle, 2004; 
Kattan et al., 2011). Teniendo en cuenta estas consideraciones, disponer de metodologías 
analíticas que permitan detectar especies alergénicas como el girasol, amapola, lino, sésamo y 
soja, ayudará a verificar la autenticidad de los productos alimenticios, previniendo a los 
consumidores de posibles fraudes económicos y reacciones adversas relacionadas con su 
consumo. Para facilitar la discusión conjunta de los resultados, a lo largo de este capítulo se 
usará la terminología “sistema MLPA de semillas” para hacer referencia a esta parte del trabajo 
aplicada a las especies mencionadas, si bien el término de “semilla” no englobaría 
adecuadamente a la soja, que pertenece a la familia de las leguminosas Fabaceae. 
Por otro lado, se empleó la técnica de MLPA para la detección simultánea de ADN 
procedente de los siguientes cereales con gluten (en adelante “sistema MLPA de cereales”): 
trigo (Triticum aestivum vulgare, Triticum aestivum spelta, Triticum turgidum turgidum y 
Triticum turgidum durum), cebada (Hordeum vulgare), centeno (Secale cereale) y avena (Avena 
sativa). La presencia no declarada en alimentos de estas especies vegetales puede suponer para 
los consumidores importantes implicaciones sanitarias debido a las diferentes patologías 
asociadas a su consumo, como son la alergia al trigo, la enfermedad celiaca, la sensibilidad al 
gluten no celiaca o la anafilaxia dependiente de cereales inducida por el ejercicio. En este 
marco, un etiquetado veraz y libre de ambigüedades también permite evitar el fraude 
económico y facilitar que la industria alimentaria pueda competir en igualdad de 
oportunidades en el mercado. Además, el 13 de julio de 2017, la Comisión Europea adoptó una 
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notificación relativa a la información alimentaria facilitada al consumidor sobre las sustancias 
o productos que causan alergias o intolerancias donde se especifica que “en caso de que los 
ingredientes se produzcan a partir de cereales que contengan gluten, deben declararse con una 
denominación que haga referencia clara al tipo específico de cereal, es decir, trigo, centeno, 
cebada o avena”. Por tanto, es necesario el desarrollo de metodologías analíticas capaces de 
detectar estas cuatro especies de cereales de manera diferenciada, y que permitan verificar el 
origen de los ingredientes empleados en la elaboración de los productos alimenticios. 
En los siguientes apartados se discuten de manera conjunta los resultados obtenidos en la 
puesta a punto de los dos sistemas de MLPA desarrollados y su aplicación a la detección de 
especies vegetales potencialmente alergénicas en alimentos. 
IV. 1. 1. Desarrollo de los sistemas MLPA de semillas y de cereales 
La detección mediante la técnica de MLPA de los diferentes ingredientes alergénicos que 
puede contener un alimento requiere, en primer lugar, de la elección de marcadores genéticos 
adecuados para el diseño de hemi-sondas que permitan la hibridación específica con el ADN 
procedente de las especies de interés. Una primera aproximación para la elección de dichos 
marcadores ha consistido en estudiar regiones de ADN ya empleadas con éxito en trabajos 
previos de nuestro grupo de investigación encaminados a la detección y diferenciación 
genética de especies vegetales en alimentos. Con este fin, se han publicado varios estudios que 
abordan el desarrollo de técnicas de PCR en tiempo real basados en la región espaciadora 
interna de la transcripción del ADN ribosomal (ITS, Internal transcribed spacer) (de la Cruz et 
al., 2013b; López-Calleja et al., 2013, 2014, 2015a, 2015b, 2016; Pegels et al., 2015). Por ello, 
esta región de ADN ha sido el marcador genético seleccionado en primer lugar para el diseño 
de las sondas específicas del sistema MLPA de semillas y dos de las sondas del sistema MLPA 
de cereales (avena y cebada). 
Las especies vegetales poseen tres genes nucleares ribosomales (18S-5.8S-26S) entre los 
que se intercalan los espaciadores internos ITS1 e ITS2. Esta disposición en tándem se repite 
desde cientos a miles de veces dentro de un determinado locus cromosómico, separada 
mediante la región espaciadora intergénica (IGS, Intergenic spacer) (Figura 14). 
Muchos estudios filogenéticos usan como fuente de información los genes del ARN 
ribosómico (ARNr), probablemente debido a que estas regiones desempeñan una misma 
función en todos los organismos vivos (Álvarez & Wendel, 2003; Coleman, 2015). Así, la 
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información que proporciona el locus del ARNr se ha empleado en diferentes estudios 
taxonómicos gracias a que sus secuencias presentan distintos niveles de conservación. Por un 
lado, las regiones codificantes (18S-5.8S-26S) forman parte de las secuencias genómicas más 
conservadas dentro de las especies eucariotas. Por el contrario, los espaciadores internos que 
conforman la región ITS junto con el gen 5.8S del ARNr, presentan un mayor grado de 
variabilidad nucleotídica, hecho que ha permitido llevar a cabo con éxito estudios evolutivos 
desde niveles más genéricos hasta el nivel de especie (estudios de especiación y biogeografía) 
(Poczai y Hyvönen, 2010). Esta característica convierte a la región del ITS del ARNr en una 
buena candidata para el diseño de oligonucleótidos especie-específicos que permitan la 
diferenciación de especies, incluso en los casos de elevada relación filogenética. Además, la 
selección de marcadores genéticos de carácter multicopia, como las regiones del ARNr o los 
genes de mitocondrias y cloroplastos, incrementa de 10 a 100 veces los límites de detección 
alcanzados en los ensayos genéticos (Holzhauser y Röder, 2014). Concretamente, en el análisis 
de productos alimenticios mediante técnicas de amplificación por PCR, dónde las muestras han 
podido someterse a tratamientos térmicos intensos que degradan la molécula del ácido 
nucleico, esta estructura multicopia permite la recuperación de mayores concentraciones de 
ADN. A todo lo expuesto anteriormente hay que sumar la posibilidad que ofrece el gen del ARNr 
de diseñar cebadores universales en las regiones conservadas que flanquean la región ITS, lo 
que permite fácilmente su amplificación y, dado su bajo tamaño (650-900 pb), su 
secuenciación. 
 
Figura 14. Representación esquemática de la región del ADN ribosómico en especies vegetales. Se muestra 
la repetición en tándem dentro de un determinado locus cromosómico de las regiones codificantes 
(18S-5.8S-26S), separadas dentro de un mismo bloque por los espaciadores internos de la transcripción 
(ITS1 e ITS2) y entre bloques mediante la región espaciadora intergénica (IGS) (adaptada de Poczai 
et al,. 2010). 
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Teniendo en cuenta la amplia disponibilidad en la base de datos GenBank (NCBI, National 
Center for Biotechnology Information) de secuencias de la región ITS de ARNr para diferentes 
especies vegetales frecuentemente incluidas en la dieta humana, se realizó un minucioso 
estudio del alineamiento de diversas entradas con el fin de seleccionar regiones nucleotídicas 
específicas de las especies objeto de estudio, pero a la vez conservadas dentro de los cultivares 
de cada una de ellas. El estudio de dichas secuencias permitió diseñar sondas de MLPA 
específicas de sésamo, amapola, girasol, lino, soja, cebada y avena. Sin embargo, no se encontró 
ninguna región en la secuencia del ITS que cumpliera los requerimientos para el diseño de 
sondas específicas de trigo y centeno, por lo que fue necesario buscar marcadores genéticos 
alternativos para la diferenciación de estas dos especies de cereales. 
Otra opción ampliamente adoptada en la selección de marcadores genéticos para la 
detección de especies alergénicas en alimentos consiste en estudiar las secuencias 
nucleotídicas que codifican para un determinado alérgeno (D’Andrea et al., 2011; Mustorp 
et al., 2008; Pafundo et al., 2009; Platteau et al., 2011a; Zeltner et al., 2009). En este sentido, las 
proteínas de almacenamiento mejor caracterizadas en los cereales objeto de estudio son las 
prolaminas, fracción proteica integrante del gluten junto con las glutelinas. Las secuencias que 
codifican para estas proteínas muestran un alto grado de similitud entre las diferentes especies 
de cereales con gluten, sugiriendo estructuras y funciones muy relacionadas y la existencia de 
un ancestro común para estas especies. A pesar de ello, son varios los estudios publicados que 
han demostrado la idoneidad de cebadores diseñados en las secuencias nucleotídicas 
codificantes de estas proteínas de almacenamiento para la detección diferencial de especies 
alergénicas (Carloni et al., 2017; Debnath et al., 2009; Garrido-Maestu et al., 2018; Hernández 
et al., 2005; Martín-Fernández et al., 2015, Terzi et al., 2003). Por ejemplo, las secuencias 
codificantes de las prolaminas han permitido el desarrollo de técnicas de PCR en tiempo real 
para la identificación de especies concretas. Entre ellas destaca la detección específica de 
cebada mediante cebadores diseñados en la secuencia de la γ-hordeína (Hernández 
et al., 2005), o de varias dianas a la vez, como describen los trabajos de Garrido-Maestu et al. 
(2018) y Martín-Fernández et al. (2015), que demostraron la utilidad de las secuencias de la 
α2-gliadina para la detección conjunta de trigo, cebada y centeno. De manera similar, Terzi 
et al. (2003) y Carloni et al. (2017) evidenciaron el gran potencial de las secuencias que 
codifican para la glutenina de bajo peso molecular para el análisis y diferenciación genética de 
especies pertenecientes al género Triticum.  
Con el fin de buscar marcadores genéticos alternativos para la detección específica de los 
cultivares de trigo y centeno, en este trabajo se realizó un exhaustivo análisis informático de 
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varias secuencias disponibles en la base de datos GenBank de los genes codificantes de 
diferentes prolaminas: gliadinas (trigo), secalinas (centeno), hordeínas (cebada), aveninas 
(avena), zeínas (maíz) y orzeínas (arroz), así como de las gluteninas de bajo y alto peso 
molecular presentes en el trigo. De esta manera, se encontraron regiones adecuadas para el 
diseño de hemi-sondas de MLPA específicas del género Triticum en las secuencias de ADN que 
codifican para la glutenina de bajo peso molecular. Así mismo, el análisis permitió encontrar 
secuencias de la ω-secalina adecuadas para el diseño de hemi-sondas de MLPA específicas de 
centeno. 
Un aspecto importante a tener en cuenta a la hora de desarrollar y aplicar métodos 
genéticos para la detección de especies alergénicas en alimentos, es que los componentes de la 
propia matriz alimentaria pueden afectar significativamente a la eficiencia de las reacciones de 
amplificación (Holzhauser y Röder, 2014). Los alimentos contienen varios compuestos (grasas, 
polisacáridos, minerales o enzimas) que pueden inhibir la reacción de polimerización de ADN 
dando lugar a resultados incoherentes y fallos en la amplificación, especialmente notables en 
el caso de muestras con bajas concentraciones de la especie diana (Schrader et al., 2012). Otro 
aspecto clave para evitar resultados falsos negativos consiste en partir de una adecuada 
cantidad y calidad del ADN a analizar, para lo que es fundamental seleccionar un protocolo de 
extracción y purificación de ácidos nucleicos a partir del alimento lo más eficaz posible. Se ha 
demostrado que componentes como los polifenoles presentes en productos como el cacao, el 
café y el té, pueden disminuir o inhibir la eficacia de la extracción de ADN impidiendo su 
posterior análisis mediante PCR (Gryson et al., 2007). Todo ello, unido a la posible degradación 
del ADN por los tratamientos térmicos aplicados en la elaboración de un alimento, pone de 
manifiesto la importancia de analizar las muestras, además de con los sistemas de MLPA 
especie-específicos, con otro sistema que asegure la adecuada integridad y calidad del ADN 
analizado y la correcta interpretación de los resultados obtenidos. Por ello, como control 
positivo de la reacción, se incluyó en todos los análisis de MLPA otra pareja de hemi-sondas 
diseñadas para hibridar en una región del gen de ADN ribosómico 18S altamente conservada 
en eucariotas.  
La Tabla 4 recoge toda la información relativa a las secuencias de las hemi-sondas 
diseñadas para los sistemas MLPA de semillas y de cereales, así como de las hemi-sondas del 
control positivo de amplificación. Como se plasma en la tabla, para ambos sistemas de MLPA 
se obtuvo una pequeña diferencia de entre uno y dos nucleótidos entre el tamaño teórico de 
las sondas y el obtenido tras la posterior separación electroforética. Otros autores han 
observado este efecto previamente y describen que puede deberse a varias causas, como la 
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diferente movilidad electroforética del ADN, la incorporación de un residuo adicional de 
adenina por la polimerasa o el uso de distintos fluoróforos en el marcador de peso molecular y 
el ADN amplificado (Ehlert et al., 2009; Unterberger et al., 2014). 
El diseño de las hemi-sondas de cada uno de los sistemas de MLPA se realizó siguiendo las 
recomendaciones indicadas por MRC-Holland, compañía líder en el desarrollo de reactivos y 
protocolos de MLPA (MRC-Holland, 2018.). Esta empresa dispone, además, de sondas de 
diseño propio dirigidas principalmente a la detección de mutaciones genéticas humanas. Tal y 
como se describe en este protocolo, el diseño de las sondas sintéticas de MLPA constituye la 
fase más crítica para el éxito de la detección múltiple de diferentes dianas genéticas, ya que 
requiere de una elevada experiencia y debe acogerse a una serie de reglas estrictas de mayor 
complejidad que las requeridas para el diseño de los oligonucleótidos empleados en las 
técnicas de PCR con cebadores específicos. La Figura 15 resume de forma esquemática la 
composición estructural de las hemi-sondas de MLPA y las principales normas recomendadas 
para su diseño. Para una correcta hibridación, las hemi-sondas no deben poseer estructura 
secundaria y la temperatura de fusión (Tm, melting temperature) de ambas secuencias de 
hibridación debe ser igual o superior a 71 °C para que se produzca una unión estable al ADN 
complementario. Además, es importante que el contenido total de citosina y guanina (CGs) en 
la región de hibridación sea próximo al 50 %, siendo preferible que en los cinco nucleótidos 
adyacentes a las secuencias de hibridación de los cebadores y en la región de ligación de la 
hemi-sonda izquierda haya un máximo de 3 y 2 CGs, respectivamente. Las hemi-sondas 
diseñadas para una misma diana deben tener una longitud similar y dar lugar, tras su ligación, 
a sondas de tamaños comprendidos entre 88 y 168 nucleótidos (zona óptima entre 
100-140 nt). Así mismo, en el protocolo se especifican una serie de recomendaciones para 
potenciar o disminuir el efecto de un mismatch en la detectabilidad de la sonda según la 
localización de la zona de ligación de ambas hemi-sondas. Por último, cabe destacar que la 
identidad del primer nucleótido situado inmediatamente después de la secuencia de 
hibridación del cebador directo, afecta a la intensidad de señal de la sonda (mayor señal de 
fluorescencia cuando este nucleótido es una citosina, seguido de guanina, timina y, por último, 
adenina). Por ello, se recomienda seleccionar citosina o guanina en dicha posición para sondas 
de tamaño superior a 120 nt, dado que suelen proporcionar señales con intensidades más 
débiles.  
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Tabla 4. Hemi-sondas diseñadas para la detección de especies vegetales alergénicas en alimentos. 
Especie diana Marcador genético Tamaño de amplicón  
Nombre sonda Secuencia (5’ → 3’) calculado/observado (pb) 
SISTEMA MLPA DE SEMILLAS (sésamo, lino, amapola, girasol y soja) 
Sésamo ITS  85/86 
SesLPO SCD-TCACGACCAGTGGTGGTTGAACGCT 
SesRPO Pho-CAACTCGCGTGCTGTCGTGCC-SCI 
Lino ITS  94/93 
FlaxLPO SCD-GGGGCTTTGGCTTAACTGTCAAGTCTC 
FlaxRPO Pho-TGCCAACAAACTAACAAACCCCGGCA-SCI 
Amapola ITS  101/99 
PopLPO SCD-CACTCTGCGACCCCAGGTCAAGCGGGACT 
PopRPO Pho-ACCCGCTGAATTTAAGCATATCAATAAGCG-SCI 
Girasol ITS  108/107 
SunLPO SCD-TGTTGCGCCCCGTTCGCGGTGTGCGCGCTGTTC 
SunRPO Pho-GTGGCTTCTTTGTAAACTTAAAACGACTCTCG-SCI 
Soja ITS  120/119 
SoyLPO SCD-TTGTCGATGCCTCACAATCAGATTGACCCGCGAACTTGTTT 
SoyRPO Pho-ATTCATCTACCGTCGGGAGGGAGGGGATGACCACGGC-SCI 
SISTEMA MLPA DE CEREALES (centeno, cebada, avena y trigo) 
Centeno ω-secalina  97/95 
ryeLPO SCD-cCATCGGAGGCCAATCAAACAAAGAGA 
ryeRPO Pho-TATAGTACTAGACCGGTGGAgcctctcg-SCI 
Cebada ITS  102/101 
barLPO SCD-CTAGCTTGCTGGTCGTCACCTGTGTTGCAAATA 
barRPO Pho-TATTTAATCCACACGACTCTCGGCAACG-SCI 
Avena ITS  111/109 
oatsLPO SCD-cTAGCCGGCGTGATGGCCTAGAATGACCCTTG 
oatsRPO Pho-TAACGGTGCGCATGACGCTCCGACCGCGACCCCAGGT-SCI 
Trigo Glutenina de bajo peso molecular 135/133 
wheatLPO SCD-ccattatGGCGACAAGTGCAATTGCGCAGATGGAGACTAGATGCAT 
wheatRPO Pho-CCCTGGTTTGGAGAGACCATGGCAGCAGCAACCATTACtgatcagtc-SCI 
Eucariotas 18S ARNr  128/127 
18SLPO SCD-GGTGCCGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATT 
18SRPO Pho-TAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTATTGGACTTTGGGATGG-SCI 
Secuencias comunes a todas las sondas: 
 Secuencia de hibridación del cebador directo (SCD) 5’-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3’  
 Secuencia de hibridación del cebador inverso (SCI) 5’-TCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC-3’ 
Pho.: modificación de fosforilación (situada en el extremo 5’ de las hemi-sondas derechas). 
LPO y RPO: sondas de nucleótidos izquierda y derecha respectivamente (left and right probe oligonucleotide) 
Letras mayúsculas: secuencias de nucleótidos que hibridan específicamente con el ADN diana. 
Letras minúsculas: secuencias de nucleótidos espaciadoras que no hibridan con el ADN diana. 
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Como ya se ha señalado, gracias a las secuencias idénticas en los extremos de las 
hemi-sondas de MLPA (SCD y SCI en la Figura 15), la reacción de amplificación de todas las 
sondas que han sido satisfactoriamente ligadas se realiza mediante una única pareja de 
cebadores. El protocolo seleccionado para llevar a cabo las reacciones de MLPA lo desarrolló 
en 2011 la compañía MRC-Holland y emplea un único tubo para el proceso completo (ligación, 
hibridación y amplificación) (MRC-Holland, 2019). Este nuevo protocolo simplifica la 
manipulación de las muestras, reduce las variaciones experimentales e incluye mejoras en la 
mezcla de cebadores para minimizar la formación de dímeros.  
 
Figura 15. Esquema de la composición estructural de las hemi-sondas de MLPA con las principales reglas 
recomendadas para su diseño por la compañía MRC-Holland. 
Los alimentos están frecuentemente compuestos por una gran variedad de ingredientes, lo 
que hace necesario verificar que las sondas de MLPA diseñadas no presenten reactividad 
cruzada frente al mayor número posible de especies vegetales y animales. Primeramente, con 
ayuda de la base de datos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)-NCBI, se comprobó in 
silico la ausencia de posibles homologías nucleotídicas entre cada una de las regiones de ADN 
seleccionadas para el diseño de las sondas de MLPA y las secuencias de otras especies 
heterólogas. A continuación, para asegurar experimentalmente la especificidad de las 
hemi-sondas, se analizaron extractos de ADN obtenidos a partir de diferentes especies 
vegetales y animales (Tabla 1 pág. 71 y Tabla 1 pág. 83). En los dos sistemas de MLPA 
desarrollados, las sondas seleccionadas permitieron la detección específica exclusivamente de 
aquellas especies para las que habían sido diseñadas, dando lugar a picos electroforéticos del 
tamaño esperado para cada una de ellas y sin producir señal de amplificación para el resto de 
especies heterólogas. La señal positiva de amplificación obtenida al analizar todas las muestras 
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con la sonda diseñada en el gen 18S del ARNr, corroboró la integridad de los ADNs analizados 
y el correcto funcionamiento de las reacciones de hibridación, ligación y amplificación de la 
MLPA. Cabe mencionar que, en el caso de las sondas pertenecientes al sistema de MLPA de 
cereales, la reproducibilidad de las señales de amplificación se ratificó mediante el análisis de 
diez cultivares de cada uno de los siguientes cereales: trigo blando, trigo espelta, trigo duro y 
trigo redondillo, cebada y centeno. Además, el análisis de dos cultivares del cereal híbrido que 
procede del cruzamiento entre trigo y centeno denominado triticale, produjo la señal de 
amplificación esperada, tanto con la sonda específica de trigo como con la de centeno.  
Una vez verificada de manera individual la correcta especificidad de las sondas en ambas 
técnicas de MLPA (semillas y cereales), se evaluó su capacidad de multidetección en una misma 
reacción mediante el análisis de mezclas de ADN de las especies objeto de estudio para cada 
sistema. Un parámetro clave para garantizar la correcta detección de varias dianas a la vez 
mediante esta metodología, radica en la optimización del intervalo de concentraciones de cada 
sonda en la mezcla de hibridación. En el caso del sistema de MLPA de semillas, una mezcla 
equimolar de todas las sondas (5 fmol) dio como resultado un electroferograma con 
intensidades comparables para las señales esperadas de sésamo, lino, amapola, girasol y soja 
(Figura 1 pág. 74). Sin embargo, en el caso del sistema de MLPA de cereales, al analizar 
concentraciones iguales de ADN de cada diana con mezclas equimolares de sondas, se 
obtuvieron picos electroforéticos mucho más intensos para cebada y avena, en comparación 
con los obtenidos para trigo y centeno. Este hecho puede atribuirse a que el elevado número 
de copias presentes en los genes ribosomales de la región ITS (marcador genético seleccionado 
para la detección específica de cebada y avena) aumenta la sensibilidad de la técnica y la 
capacidad de detección de estas dianas. En cambio, el carácter monocopia de las secuencias 
que codifican para las proteínas de almacenamiento de trigo y centeno, hace que las sondas 
diseñadas para estas especies posean una menor eficiencia de amplificación. Teniendo en 
cuenta estas consideraciones, para conseguir una detección lo más homogénea posible de 
todas las especies de cereales en una misma reacción de MLPA, la concentración de las sondas 
de trigo y centeno se aumentó hasta 2,5 fmol con respecto a las sondas de cebada y avena (0,1 
y 0,05 fmol respectivamente) (Figura 1A pág. 86). Como se deduce de ambas imágenes 
(Figura 1 pág. 74 y Figura 1A pág. 86), una vez optimizadas las concentraciones de las sondas 
en las reacciones de hibridación, se pudo confirmar la correcta funcionalidad de los dos 
sistemas MLPA desarrollados para la detección simultánea de las especies vegetales de interés. 
A pesar de las crecientes implicaciones sanitarias de las alergias alimentarias, todavía existe 
una falta de consenso sobre la dosis umbral de alérgeno necesario para desencadenar la 
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respuesta inmunológica en individuos sensibles. Este hecho ocasiona un aumento en la 
demanda de métodos analíticos con una mayor sensibilidad, capaces de detectar la presencia 
de componentes alergénicos en los alimentos, incluso en cantidades traza. Para determinar la 
sensibilidad de la técnica, en este trabajo se analizaron distintas concentraciones 
(0,1-10 000 mg/kg) de un homogeneizado de las especies de interés en una matriz compuesta 
por mantequilla, azúcar y harina de trigo (en el caso del sistema MLPA de semillas) o harina de 
maíz (en el sistema MLPA de cereales donde el trigo es una de las especies diana). Además, las 
muestras se procesaron en un horno convencional a 180 °C durante 10 minutos para 
comprobar la aplicabilidad de los sistemas de MLPA en el análisis de productos tratados 
térmicamente. El límite de detección (LOD), expresado como el nivel de concentración más 
bajo en el que todas las sondas de MLPA produjeron resultados positivos y consistentes, fue de 
10 mg/kg (Figura 2A pág. 75) para la detección de sésamo, lino, girasol, amapola y soja con el 
sistema MLPA de semillas, y de 50 mg/kg (Figura 1B pág. 86) para la detección conjunta de 
trigo, cebada, centeno y avena con el sistema MLPA de cereales. Hay que destacar que, dada la 
condición de detección múltiple que posee la técnica, estos límites de sensibilidad se definieron 
de forma global en función de las señales con un menor nivel de detección (pertenecientes a la 
sonda de soja en el sistema de semillas y la sonda de trigo en el sistema de cereales). En este 
sentido, el resto de especies vegetales podrían ser detectadas de manera individual a niveles 
inferiores a los establecidos por los LODs especificados. 
IV. 1. 2. Aplicación de los sistemas de MLPA para la detección de especies vegetales en  
productos comerciales 
A pesar de que la metodología de MLPA desarrollada en este trabajo no permitiría una 
cuantificación precisa de las especies alergénicas presentes en una muestra, los límites de 
detección obtenidos tras el análisis de las mezclas experimentales sugieren el elevado 
potencial de esta técnica para detectar la presencia de bajas concentraciones de las especies 
vegetales estudiadas en una matriz alimentaria. Para comprobar esta hipótesis, se analizaron 
mediante los sistemas de MLPA diferentes productos comerciales (panes, cereales, galletas, 
chocolates, turrones, bebidas, yogures, etc.) que presentaban distintas categorías de 
etiquetado (Tabla 4 pág. 76 y Tabla 3 pág. 88): 1) muestras que declaraban la presencia de 
una o varias especies diana, 2) muestras con el etiquetado preventivo “puede contener” para 
una o varias de las especies diana, 3) muestras que no declaraban la presencia de las especies 
diana y, en el caso de los productos analizados por el sistema MLPA de cereales, muestras 
certificadas o etiquetadas con el distintivo “sin gluten”. 
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En todos aquellos productos comerciales que indicaban en su etiquetado la presencia de 
una o varias especies diana, la técnica de MLPA detectó simultáneamente las diferentes 
especies declaradas. Las Figuras 2B-C (pág. 75) y 2A-D (pág. 89) muestran algunos ejemplos 
de los electroferogramas obtenidos para esta categoría de productos al emplear, 
respectivamente, los sistemas MLPA de semillas y de cereales. Sin embargo, un significativo 
porcentaje de muestras presentaron discrepancias entre los ingredientes declarados y los 
resultados obtenidos mediante ambos sistemas de MLPA. Así, los análisis desarrollados 
pusieron de manifiesto la presencia de especies alergénicas no declaradas en 20 de los 56 
(35,7 %) productos analizados mediante el sistema MLPA de semillas y en 10 de los 40 (25 %) 
productos analizados mediante el sistema MLPA de cereales. Si se consideran los resultados de 
ambos trabajos, más del 30 % de los productos alimenticios analizados contenían una o varias 
especies alergénicas no declaradas en su etiquetado. Las tres especies no declaradas más 
frecuentemente detectadas en las muestras fueron la cebada, el sésamo y el girasol, con 
porcentajes del 20 % (8 de 40), 17,8 % (10 de 56) y 14,3 % (8 de 56), respectivamente. 
La presencia de alérgenos no declarados en los alimentos es, a día de hoy, una de las 
principales causas de alertas alimentarias en los países desarrollados, con una incidencia de 
entre el 42 y el 92 % dependiendo del país (Planque et al., 2017). Como parte del proyecto 
Europeo titulado “Enfoques integrados para la gestión de alérgenos alimentarios y el riesgo de 
alergia” (IFAAM, Integrated Approaches to Food Allergen and Allergy Risk Management, 
ID: 312147), Bucchini et al. (2016) construyeron una base de datos para recoger las alertas 
alimentarias relacionadas con la presencia de alérgenos no declarados en alimentos. De 
acuerdo a la información facilitada por las diferentes autoridades colaboradoras, el mayor 
número de alertas registradas se asociaron con la presencia de leche y productos lácteos no 
declarados (16-31 %), seguido de los cereales con gluten (9-19 %), la soja (5-45 %) y el huevo 
y sus derivados (5-17 %).  
La omisión de ingredientes potencialmente alergénicos en el etiquetado de los alimentos 
puede deberse a diversos factores. Entre ellos, cabe destacar la posibilidad de contaminaciones 
cruzadas en industrias donde se elaboran diferentes tipos de productos en las mismas líneas 
de procesado, la sustitución fraudulenta de un ingrediente de mayor valor económico por otro 
de menor coste, el uso de materiales reciclados y aditivos, los errores de trazabilidad cometidos 
por los proveedores, la rotación de los cultivos vegetales, y el uso de molinos compartidos en 
la elaboración de harinas (Alvarez y Boye, 2012; Jouanin et al., 2018). Por ello, incluso bajo el 
estricto marco legislativo vigente, la salud de los consumidores sensibles puede verse 
inadvertidamente amenazada por alérgenos presentes en alimentos que supuestamente no los 
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contienen. Esta situación, sumada a la disponibilidad de técnicas de detección cada vez más 
sensibles, ha llevado a los operadores industriales a adoptar de manera voluntaria un 
etiquetado preventivo para advertir a los consumidores de la posible presencia de alérgenos 
no declarados en los productos que adquieren en el mercado (de la Cruz et al., 2018).  
Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo tras el análisis de los productos 
comerciales mediante MLPA indicaron que aproximadamente un 57 % de las muestras 
seleccionadas con este tipo de etiquetado preventivo no contenían el alérgeno del cual se 
advertía la posible presencia. Este dato evidencia cómo la falta de directrices armonizadas en 
los planes de control de alérgenos de las industrias alimentarias, así como de reglamentos 
oficiales que regulen el uso apropiado de esta medida protectora, ha llevado al uso abusivo de 
este tipo de etiquetado por parte de los operadores. Este hecho limita de manera innecesaria 
el número de productos aptos para los individuos sensibles, lo que puede causar que estos 
consumidores deprecien el mensaje transmitido por el etiquetado preventivo y se expongan al 
riesgo de padecer algún tipo de trastorno alérgico (Barlow et al., 2015; Soon y Manning, 2017; 
Ward et al., 2010). 
Independientemente de su categoría de etiquetado, en todos los productos comerciales 
analizados se obtuvo una señal de amplificación del tamaño esperado con la sonda del control 
positivo 18S ARNr, descartando la obtención de falsos negativos y corroborando el adecuado 
funcionamiento, tanto de la extracción de ADN como de las diferentes etapas de la reacción de 
MLPA. Este hecho es especialmente relevante para el caso de productos comerciales en los 
cuales ninguna de las especies analizadas está presente, dado que únicamente la sonda del 
control positivo de amplificación permite asignar los resultados obtenidos como válidos y 
descartar la posible ausencia de ADN amplificable (Figura 2F pág. 89). 
Algunos autores han descrito la posibilidad de formación de artefactos durante la reacción 
de MLPA, hecho que puede derivar en conclusiones erróneas por la malinterpretación de los 
electroferogramas (Kim et al., 2016). Por ello, para verificar los resultados obtenidos en las 
reacciones de MLPA, todos los productos comerciales se analizaron en paralelo con sistemas 
de PCR en tiempo real, tanto individuales como dúplex, desarrollados en trabajos previos de 
nuestro grupo de investigación (López-Calleja et al., 2015b, 2016; Pegels et al., 2015). La 
Tabla 5 recoge las secuencias nucleotídicas de los cebadores específicos y las sondas de 
hidrólisis Taqman® empleados para la verificación por PCR en tiempo real de los resultados 
obtenidos con los sistemas MLPA. La tabla también recoge el marcador genético seleccionado 
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para cada especie vegetal objeto de estudio y el tamaño del amplicón generado con cada 
sistema de PCR. 
Todos los resultados de amplificación positiva obtenidos en los ensayos de MLPA se 
verificaron de manera satisfactoria mediante la técnica de PCR en tiempo real. Sin embargo, 
debido a la mayor sensibilidad de la técnica de PCR, se evidenció la presencia de ingredientes 
no declarados en 12 muestras adicionales que no se detectaron por MLPA. Estos resultados 
sugieren que el contenido de la especie diana estaría previsiblemente por debajo del LOD de 
los ensayos MLPA desarrollados (10-50 mg/kg). Concretamente, con el sistema MLPA de 
semillas, las especies alergénicas detectadas exclusivamente mediante la técnica de PCR en 
tiempo real fueron, principalmente, la soja y el sésamo en productos de diferentes 
características como panes (bagels, pretzels), galletas, cereales de desayuno y bombones. Los 
ensayos de PCR desarrollados por nuestro grupo y empleados para confirmar estos resultados 
describen límites de detección inferiores a los alcanzados por el sistema MLPA de semillas 
(10 mg/kg): 1,3 y 1,4 mg/kg para sésamo y lino, respectivamente (López-Calleja et al., 2015b) 
y 0,1 mg/kg para girasol, soja y amapola (López-Calleja et al., 2016). No obstante, la mayoría 
de las discrepancias encontradas entre ambas técnicas genéticas se evidenciaron en los 
ensayos confirmatorios del sistema MLPA de cereales, debido a que éste presentó un LOD 
superior (50 mg/kg). En este caso, el trigo y la avena fueron las especies no declaradas de 
cereales que se detectaron con mayor frecuencia por la técnica de PCR en tiempo real y no 
mediante el sistema de MLPA. Nuevamente, la mayor sensibilidad de la PCR en tiempo real 
desarrollada por Pegels et al. (2015), con capacidad para detectar trigo y avena hasta niveles 
de 1 y 0,1 mg/kg respectivamente, explica los resultados discordantes obtenidos. 
Dado el elevado número de ingredientes alergénicos susceptibles de encontrarse de manera 
aislada o combinada en un producto alimenticio, cada vez se demanda más la disponibilidad 
de técnicas con capacidad de detección múltiple. En este sentido, existe un creciente número 
de trabajos publicados que abordan el desarrollo de metodologías genéticas para la detección 
de múltiples dianas. Entre ellos, las técnicas de PCR en tiempo real con sondas específicas son, 
con diferencia, las más empleadas. En este ámbito, cabe citar los trabajos desarrollados por 
Köppel et al. (2010 y 2012). En el primero, estos autores describen dos sistemas tetraplex que 
detectaron hasta 100 mg/kg de avellana, cacahuete, apio y soja, y sésamo, leche de vaca, 
almendra y huevo de gallina. En el estudio posterior, ampliaron el primer sistema con anacardo 
y mostaza y el segundo con pistacho y nuez, para obtener dos sistemas de PCR en tiempo real 
hexaplex que alcanzaron límites de detección de 1000 mg/kg. Estos resultados sugieren que la  
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Tabla 5. Sistemas de PCR en tiempo real (cebadores específicos y sondas de hidrólisis Taqman®) empleados 
para la confirmación de los resultados obtenidos en los ensayos de MLPA desarrollados en esta Tesis 
Doctoral. 
Especie diana Marcador genético Amplicón (pb) Referencia 
Nombre Secuencia (5’ → 3’) 
CONFIRMACIÓN DEL SISTEMA MLPA DE SEMILLAS (sésamo, lino, amapola, girasol, soja) 
Sésamo ITS 84 López-Calleja et al. (2015b) 
sesameITSdir CCAGTGGTGGTTGAACGC 
sesameITSinv CCTTTGGGTCCAACGTGAT 
sesameITSP FAM-TCAACTCGCGTGCTGTCG-BBQ 
Lino ITS 72 López-Calleja et al. (2015b) 
flaxseedITSdir AACCTGCTCGGCAGAATG 
flaxseedITSinv CCTAGAAGCACACCCAGCTT 
flaxseedITSP HEX-AACTGTCGTTAAATGCGGG-BBQ 
Amapola ITS 72 López-Calleja et al. (2016) 
poppyITSdir GGTCGGTCTAAACACAGG 
poppyITSinv TGAAGAGAGACAACGAGTGT 
poppyITSP HEX-GTCACGATTCGTGGTGGTC-BBQ 
Girasol ITS 66 López-Calleja et al. (2016) 
sunflowerITSdir TGGCTTCTTTGTAAACTT 
sunflowerITSinv TTCTTCATCGATGCG 
sunflowerITSP FAM-AACGACTCTCGGCAACGGATATCT-BBQ 
Soja ITS 89 Resultados no publicados 
soyITSdir TCCCGCGGGAGTCATCAC 
soyITSinv CGCTACGTTCTTCATCGATGCG 
soyITSP FAM-TGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCT-BBQ 
CONFIRMACIÓN DEL SISTEMA MLPA DE CEREALES (centeno, cebada, avena y trigo) 
Centeno MIPS 107 Pegels et al. (2015) 
rmipsfw TATTTCGGCTCTTTGCGA 
rmipsrev AGAGGGGGTGGACTAACTTTAA 
rmipsp FAM-CTAGCACGCACCCTCCTCCCT -BBQ 
Cebada ITS 81 Pegels et al. (2015) 
bitsfw TCGCGTCATCCAATTCTCCTA 
bitsrev GACCCCCGCTCCTAGGAG 
bitsp FAM-TCGTCGTTCGGCCAATTCCAC -BBQ 
Avena ITS 83 Pegels et al. (2015) 
oitsfw CGGTGGGCCGAAGATAT 
oitsrev CGGAGACACTGCGGTAAGTAT 
oitsp FAM-ATCGTGTCGGACACAGCGC -BBQ 
Trigo ITS 100 Pegels et al. (2015) 
witsfw AGCGGGTGGGAGCTCAG 
witsrev CGGCTAGCAAGCTAGACATGC 
witsp HEX-CCGGGTTAGGCACAGTGTTCCTT -BBQ 
Eucariotas 18S ARNr 77 Pegels et al. (2011) 
18Sdir TGGTGCCAGCAGCCGC 
18Sinv TCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCA 
18SP FAM-CGCTATTGGAGCTGGAATTACC-BBQ 
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sensibilidad de la técnica de PCR en tiempo real empeora a medida que aumenta el número de 
dianas a detectar. 
Más recientemente, Cheng et al. (2016) desarrollaron un sistema de PCR múltiple para la 
detección de diez alérgenos alimentarios: avellana, pistacho, anacardo, pacana, sésamo, 
cebada, trigo, avena, cacahuete y soja. Tras la amplificación de los fragmentos de interés, la 
visualización de los resultados se consiguió con la posterior separación mediante 
electroforesis capilar. El límite de detección obtenido en este trabajo tras analizar diferentes 
mezclas de maíz enriquecidas con las especies objeto de estudio fue de 50 mg/kg en mezclas 
no procesadas. Sin embargo, esta metodología requiere la selección de amplicones de entre 
125-200 nucleótidos para garantizar la correcta interpretación de los resultados, lo que podría 
afectar a la aplicabilidad del método para el análisis de productos procesados. 
Debido a que las técnicas de PCR múltiple requieren el uso de una pareja de cebadores 
específicos para cada diana, es complejo optimizar las condiciones de amplificación y los 
ensayos están frecuentemente influenciados por la posible formación de dímeros de 
cebadores. Este hecho deriva en una peor reproducibilidad de los ensayos, así como en una 
disminución en la eficiencia de la reacción de PCR, que puede incluso llegar a inhibirse. En 
comparación, las metodologías de MLPA desarrolladas en esta Tesis Doctoral emplean una 
pareja única de cebadores para amplificar todas las sondas del sistema de detección, lo que 
simplifica considerablemente la optimización de la reacción de amplificación múltiple. 
Además, constituyen una estrategia analítica flexible, de forma que los sistemas de MLPA 
pueden modificarse o ampliarse mediante la incorporación de nuevas hemi-sondas (siempre 
que originen como resultado de su ligación una sonda de tamaño diferenciado) para adaptarse 
a los requisitos del análisis. Por ello, las metodologías de MLPA descritas suponen una 
excelente herramienta analítica para la detección simultánea de diferentes especies vegetales 
alergénicas, tanto las de declaración obligatoria como las que pudieran añadirse en un futuro 
a la lista de alérgenos del Reglamento (UE) 1169/2011. 
La aplicación de la técnica de MLPA a la detección de componentes alergénicos en alimentos 
es relativamente reciente, por lo que son escasos los trabajos científicos que hasta la fecha se 
han publicado en este ámbito. El primero, publicado por Ehlert et al. (2009) describe la 
detección múltiple de 10 especies vegetales con potencial alergénico (cacahuete, sésamo y 8 
frutos de cáscara: anacardo, avellanas, pacana, nuez, pistacho, nuez de Brasil, macadamia y 
almendra). Estos autores obtuvieron un LOD de 5 mg/kg en diferentes matrices alimentarias 
(chocolate, pesto y galletas) a las que se habían añadido concentraciones conocidas de algunas 
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dianas (cacahuete, avellana y anacardo), si bien no se realizaron ensayos de sensibilidad para 
todas las especies estudiadas. La especificidad del ensayo se corroboró mediante el análisis de 
48 especies heterólogas y se evaluó la aplicabilidad de la técnica para la detección múltiple de 
las sondas a través del análisis de 39 productos comerciales. 
Posteriormente, Mustorp et al. (2011) publicaron un trabajo sobre la detección múltiple de 
ocho alérgenos alimentarios: sésamo, soja, avellana, cacahuete, altramuz, mostaza, apio y 
gluten. Todas las hemi-sondas resultaron específicas excepto la sonda diseñada para la 
detección de mostaza, que también originó señales positivas de amplificación en otras especies 
del género Brassica (rábano, brócoli, repollo, col china o nabo). Los límites de detección 
obtenidos tras el análisis de diluciones de ADN se situaron entre 5 y 400 copias de ADN. Una 
de las limitaciones de este trabajo es que la evaluación de la aplicabilidad del ensayo se limitó 
al análisis de muestras enriquecidas solo con algunas de las especies diana, obteniéndose 
señales consistentes de amplificación cuando las muestras contenían concentraciones del 
ingrediente de entre 10 y 1000 mg/kg, dependiendo del alérgeno y del tipo de matriz 
enriquecida.  
Por último, Unterberger et al. (2014) desarrollaron un sistema de MLPA para la detección 
de especies de pescado, moluscos (gasterópodos, bivalvos, cefalópodos y vieras) y crustáceos 
que alcanzó límites de detección de entre 20 y 100 mg/kg en muestras de sushi enriquecidas 
experimentalmente. La especificidad de la técnica se corroboró a través del análisis de 48 
especies diferentes de pescado, moluscos y crustáceos, así como de otras 56 especies 
heterólogas y su aplicabilidad se evaluó posteriormente en un total de 10 productos 
comerciales. 
Como se deduce de lo expuesto en esta parte del trabajo, las metodologías de MLPA 
desarrolladas en esta Tesis Doctoral permitieron la detección múltiple de especies alergénicas 
en los alimentos con niveles de sensibilidad iguales o superiores (10-50 mg/kg) a los 
publicados hasta el momento. Además, su aplicación con éxito al análisis de un elevado número 
de productos comerciales (96 muestras) de diversa naturaleza demuestra que constituyen una 
herramienta novedosa muy útil para garantizar el cumplimiento de las normas de etiquetado 
vigentes en la Unión Europea, evitar prácticas fraudulentas en la elaboración de productos 
alimenticios y facilitar la trazabilidad de los productos comercializados. 
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IV. 2. EMPLEO DE TÉCNICAS DE PCR EN TIEMPO REAL PARA LA DETECCIÓN DE 
CEREALES CON GLUTEN (TRIGO, CEBADA Y CENTENO) EN ALIMENTOS 
Los cereales con gluten constituyen una de las principales fuentes de energía y nutrientes 
de la dieta, por lo que su consumo está ampliamente extendido a nivel mundial (McKevith, 
2004). Sin embargo, determinados péptidos tóxicos presentes principalmente en las 
prolaminas y glutelinas del trigo, cebada y centeno, se han asociado con el desarrollo de 
diferentes patologías como la enfermedad celiaca, la alergia al trigo o la sensibilidad al gluten 
no celiaca. Ello justifica la inclusión de estos cereales dentro de los alérgenos de declaración 
obligatoria del Reglamento (UE) 1169/2011, y la necesidad de desarrollar métodos analíticos 
sensibles y fiables para su detección (Catassi et al., 2015; Elli et al., 2015; Ortiz et al., 2017).  
Los métodos actualmente empleados para el análisis de gluten en alimentos consisten 
principalmente en inmunoensayos de ELISA y dispositivos de flujo lateral (DFL, o 
inmunocromatografía). Entre los ensayos de ELISA más utilizados para este fin destaca el que 
desarrollaron Valdés et al. (2003), basado en el anticuerpo monoclonal R5 y la solución de 
extracción “cocktail”, que ha sido aceptado como método oficial de análisis tipo I por el Codex 
Alimentarius (Codex Standard 234-1999, 2018). Éste y otros inmunoensayos son metodologías 
ampliamente aceptadas para el análisis de alérgenos en los alimentos debido, entre otras 
ventajas, a su fácil manejo y su disponibilidad comercial a precios relativamente competitivos 
(Melini y Melini, 2018). No obstante, en los últimos años, varios trabajos de investigación han 
demostrado discrepancias al emplear diferentes kits comerciales para la estimación del 
contenido de gluten en alimentos, en función de factores como el tipo de anticuerpo empleado, 
el procedimiento de extracción de las proteínas o el patrón de referencia seleccionado (Bruins-
Slot et al., 2015; Lexhaller et al., 2016; Rzychon et al., 2017; Scherf, 2017). Por ello, a pesar de 
la preferencia por el desarrollo de metodologías analíticas encaminadas a la detección directa 
de la proteína alergénica, cada vez es más manifiesta la necesidad de desarrollar métodos 
alternativos que complementen los resultados obtenidos en los ensayos inmunológicos.  
En este contexto, en los últimos años ha aumentado exponencialmente el número de 
trabajos que proponen técnicas alternativas a las inmunológicas basadas en la detección de la 
presencia de ADN procedente del ingrediente alergénico (métodos indirectos). Entre ellas, la 
técnica de PCR, empleando cebadores especie-específicos es una de las más extendidas debido, 
entre otras ventajas, a su rapidez, sensibilidad y especificidad (Holzhauser y Röder, 2014; 
Pegels, 2015; Prado et al., 2016; Salihah et al., 2016; van Hengel, 2007). Considerando estas 
premisas, el segundo objetivo de este trabajo de investigación consistió en el desarrollo de un 
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sistema de PCR en tiempo real con sondas de hidrólisis Taqman® para la detección conjunta de 
la presencia de ADN procedente de las principales especies de cereales con gluten (trigo, 
cebada y centeno) en alimentos. 
 Desarrollo y validación del sistema de PCR en tiempo real 
Para la consecución de este objetivo, en primer lugar se realizó una búsqueda informática 
de marcadores genéticos con un grado de variabilidad nucleotídica adecuado para llevar a cabo 
la amplificación conjunta y específica de las tres especies de cereales objeto de estudio. Una de 
las estrategias de elección en el diseño de técnicas genéticas para la detección de alérgenos 
alimentarios consiste en el estudio de secuencias genómicas que codifican para las proteínas 
alergénicas. Sin embargo, en el caso de los cereales con gluten, la mayoría de los trabajos de 
PCR publicados hasta el momento basados en secuencias que codifican para las proteínas de 
almacenamiento, se centran en la detección de especies independientes, probablemente 
debido al alto grado de variabilidad genética encontrado en estas secuencias (Debnath et al., 
2009; Dubois et al., 2017; Hernández et al., 2005; Terzi et al., 2003; von Büren et al., 2001; 
Zeltner et al., 2009). Por tanto, se estudió la posibilidad de emplear un marcador alternativo 
que permitiera la detección conjunta de las tres especies de cereales.  
Como ya se ha señalado, las técnicas de PCR en tiempo real diseñadas sobre secuencias 
genéticas con carácter multicopia han demostrado un gran potencial cuando las especies 
objeto de estudio se encuentra en bajas concentraciones dentro de una matriz alimentaria. 
Teniendo en cuenta las ventajas de este tipo de dianas genéticas, y los antecedentes de otros 
trabajos desarrollados por nuestro grupo, se realizó la búsqueda informática de secuencias de 
la región espaciadora interna de la transcripción (ITS) del ADNr disponibles en la base de datos 
GenBank para diferentes especies vegetales, incluyendo los principales cereales empleados en 
la dieta.  
En primer lugar, gracias a las herramientas “EMMA” y “showalign” del software 
bioinformático EMBOSS (European Molecular Biology Open Software Suite, 
http://imed.med.ucm.es/EMBOSS), se obtuvieron los alineamientos que permitieron 
seleccionar las regiones óptimas para el diseño del sistema de PCR en tiempo real. Tras un 
minucioso estudio, se diseñó una pareja de cebadores que acotaba un fragmento de 118 pb en 
la región ITS2 que se encuentra separando las subunidades 5.8S y 26S de los genes nucleares 
ribosomales de las especies vegetales. Asimismo, para realizar el seguimiento de la reacción de 
PCR en tiempo real, se diseñó una sonda de hidrólisis TaqMan® capaz de hibridar en la región 
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delimitada por ambos cebadores de amplificación. Como puede observarse en la Figura 1 
pág. 98, la región seleccionada para el diseño del sistema de PCR en tiempo real presentaba un 
grado de conservación óptimo entre las tres especies diana para permitir su detección 
conjunta. 
En este trabajo, además de los cebadores y sonda específicos para la amplificación conjunta 
de las tres especies de cereales, se utilizó como control positivo de la reacción de amplificación 
otro sistema de PCR en tiempo real diseñado en una región del gen 18S ARNr conservada en 
eucariotas (Pegels et al., 2011). La Tabla 3 pág. 95 muestra las principales características y 
secuencias de todos los cebadores y sondas empleados en esta parte del trabajo. En ambas 
sondas, el fluorocromo donador seleccionado fue la 6-carboxifluoresceina (FAM), que presenta 
longitudes de onda de excitación y de emisión de 495 y 517 nm, respectivamente. El quencher 
empleado, desarrollado por Berry & Associates, Inc. Company, se denomina BlackBerry® (BBQ) 
y pertenece a una categoría especial de receptores no fluorescentes (NFQ, Non Fluorescent 
Quenchers). Estos receptores son capaces de absorber la energía de emisión de otros 
fluoróforos sin generar fluorescencia por sí mismos, lo que mejora el rendimiento de los 
ensayos de PCR en tiempo real al disminuir el ruido de fondo de la técnica (Gašparič et al., 
2010). Los resultados de amplificación obtenidos en este trabajo se expresaron como valores 
numéricos de Cp ya que es la nomenclatura adoptada por la compañía Roche Diagnostics que 
comercializa el equipo donde se han realizado los análisis de PCR en tiempo real. 
Tras comprobar con la ayuda de la herramienta informática BLAST la adecuada 
especificidad del sistema de PCR en tiempo real, ésta se verificó de manera experimental 
mediante el análisis de ADN obtenido de numerosas especies vegetales. Para ello se emplearon 
muestras de referencia (un total de 92 cultivares) de los siguientes cereales proporcionados 
por el Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos (CRF-INIA): trigo blando (Triticum aestivum 
vulgare, n = 10), trigo espelta (Triticum aestivum spelta, n = 10), trigo rivet o redondillo 
(Triticum turgidum turgidum, n = 10), trigo duro (Triticum turgidum durum, n = 10), cebada 
(Hordeum vulgare, n = 10), centeno (Secale cereale, n = 10), triticale (x Triticosecale, n = 2), 
avena (Avena sativa, n = 10), arroz (Oryza sativa, n = 10) y maíz (Zea mays, n=10) (Tabla 1 
pág. 94). Además, la especificidad de la técnica se comprobó a través del análisis de un elevado 
número de especies heterólogas (vegetales y animales) empleadas frecuentemente en la 
elaboración de alimentos (Tabla 2 pág. 95). Tal y como se recoge en estas tablas, el sistema de 
PCR en tiempo real desarrollado para la detección de cereales con gluten permitió la 
amplificación consistente del fragmento de ADN específico exclusivamente en los cultivares de 
trigo, cebada, centeno y triticale, sin producirse incremento de la fluorescencia tras 40 ciclos 
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de amplificación para ninguna de las especies heterólogas analizadas. La validez de estos 
resultados se verificó mediante el análisis de todas las especies incluidas en los ensayos de 
especificidad mediante el sistema de PCR diseñado como control positivo. En todos los casos, 
la señal positiva de amplificación generada confirmó la integridad del ADN analizado y la 
ausencia de inhibición de la reacción de polimerización. 
Para determinar la sensibilidad de la técnica de PCR en tiempo real, se realizaron análisis 
preliminares con diluciones de ADN de todas las especies de cereales de interés. Los resultados 
obtenidos demostraron la capacidad del ensayo para amplificar de manera homogénea las 
cuatro subespecies de trigo, así como la cebada y el centeno, con un buen límite de detección 
(5 pg de ADN para todas ellas) (Tabla 4 pág. 96). Estos resultados indican que la región del ITS 
seleccionada constituye un marcador óptimo con una baja tasa de mutación y un número de 
copias semejante entre los diferentes cultivares de las tres especies de cereales con gluten 
analizadas. Por el contrario, algunos trabajos describen dificultades a la hora de amplificar de 
manera uniforme varias especies de cereales mediante PCR en tiempo real. Por ejemplo, 
Martín-Fernández et al. (2015) obtuvieron hasta 6 y 8 ciclos de diferencia entre la 
amplificación de centeno y cebada con respecto al trigo, empleando un sistema de PCR 
diseñado en el gen que codifica para la α-gliadina. De manera similar, Hernández et al. (2005) 
describieron una discrepancia de 6 ciclos en la amplificación de diferentes genotipos de trigo 
empleando como marcador el gen de la acetil-CoA carboxilasa.  
Para evaluar la aplicabilidad del ensayo al análisis de productos comerciales, y teniendo en 
cuenta que el sistema de PCR en tiempo real desarrollado mostró un comportamiento lineal y 
similar en el reconocimiento de todos los cereales diana, se construyó un modelo teórico de 
mezclas de referencia de harina de maíz enriquecidas con distintos porcentajes 
(100 000-10 mg/kg) de un homogeneizado de trigo, cebada y centeno (denominado WBRm, 
wheat/barley/rye mixture). A continuación, se procedió a estudiar la influencia de la 
temperatura en el comportamiento de amplificación de las mezclas de referencia, dado que la 
intensidad del procesado térmico es uno de los factores críticos que pueden afectar a la 
sensibilidad de los métodos de PCR. Para ello, se analizaron las muestras enriquecidas con la 
mezcla WBRm, tanto cruda como sometida a dos tratamientos térmicos diferentes: 160 °C 
durante 13 min y 200 °C durante 20 min. 
Según diversos estudios, los granos de trigo, cebada y centeno contienen entre un 8 y un 
15 % de proteínas, de las cuales el 80-90 % son proteínas del gluten (Biesiekierski, 2017; 
Kucek et al., 2015; Magliano et al., 2014; Martín-Fernández et al., 2015). En este estudio, las 
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concentraciones de WBRm en las mezclas binarias se seleccionaron para incluir niveles bajos 
de enriquecimiento, asumiendo que el contenido de proteínas de gluten es alrededor de un 
10 % del peso del cereal. Por lo tanto, las mezclas binarias experimentales utilizadas para la 
validación experimental del método podrían equipararse a muestras que contienen 
concentraciones teóricas de gluten de, aproximadamente, 10 000, 1000, 100, 50, 20, 10, 5 y 
1 mg/kg. 
La Figura 2 (pág. 98) muestra las rectas de calibración obtenidas tras el análisis de las tres 
mezclas binarias experimentales mediante la técnica de PCR en tiempo real desarrollada. La 
validación estadística de los modelos lineales, demostró una correlación significativa entre la 
concentración de las especies diana en las muestras y los valores de Cp obtenidos. Estos 
resultados sugieren el potencial cuantitativo del ensayo para detectar la presencia de cereales 
con gluten en alimentos bajo el modelo experimental descrito. Sin embargo, mientras que los 
valores de Cp obtenidos con las muestras tratadas a 160 °C no difirieron en gran medida de los 
alcanzados con las muestras crudas, el aumento de la intensidad del procesado térmico hasta 
200 °C durante 20 min sí produjo valores de fluorescencia claramente más tardíos, reflejando 
un nivel de degradación del ADN mayor comparado con las muestras tratadas a la temperatura 
inferior. Como se observa en la figura, el sistema de PCR específico de cereales con gluten 
generó señales de amplificación para todas las concentraciones de WBRm analizadas en las 
mezclas binarias. No obstante, el calentamiento más intenso (200 °C/20 min) generó 
dificultades para producir señales de amplificación consistentes en el porcentaje de 
enriquecimiento más bajo (10 mg/kg). Por este motivo, el límite de detección para la detección 
de cereales con gluten mediante la técnica de PCR en tiempo real se estableció en el intervalo 
de 10-50 mg/kg (equivalente teóricamente a 1-5 mg/kg de gluten), dependiendo del tipo de 
procesado aplicado a la muestra. Como consecuencia, los valores de Cp podrían 
correlacionarse con la concentración del ingrediente alergénico a detectar, sólo si pudiera 
disponerse de patrones de calibración basados en una matriz alimentaria lo más similar 
posible a la muestra analizada (composición y procesado aplicado), condición que es difícil de 
cumplir desde un punto de vista práctico. Otros autores han descrito esta misma limitación a 
la hora de intentar cuantificar la presencia de diferentes especies en alimentos procesados 
mediante técnicas de PCR (López-Calleja et al., 2015a, 2015b; Pegels, 2015).  
Los resultados obtenidos sugieren, por tanto, que la metodología de PCR en tiempo real 
desarrollada tiene el potencial de detectar, con fines cualitativos, bajas concentraciones de 
trigo, cebada y centeno que podrían equipararse a niveles teóricos de gluten inferiores al límite 
establecido por la Unión Europea para etiquetar un producto como libre de gluten (20 mg/kg). 
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 Aplicación del sistema de PCR en tiempo real para la detección de cereales con 
gluten en productos comerciales 
Una vez demostrada la idoneidad del sistema de PCR para la detección sensible y específica 
de los tres cereales con gluten en las mezclas binarias experimentales, se evaluó la aplicabilidad 
de la técnica mediante el análisis de 220 productos comerciales de diversa naturaleza y 
sometidos a las diferentes condiciones de procesado que se aplican en la industria alimentaria. 
Teniendo en cuenta las recomendaciones propuestas por Caraguel et al. (2011), en este 
trabajo se seleccionó un valor experimental inferior de corte o de ciclo umbral (Cp) para la 
clasificación cualitativa de las muestras como “PCR-positivas” o “PCR-negativas”, en términos 
de capacidad de la técnica para detectar o no la presencia de las especies diana en las mismas. 
Este límite inferior se estableció en un Cp de 33 (Figura 2 pág. 98), considerando los valores 
de Cp registrados para la concentración más baja de la mezcla WBRm (50 mg/kg, equiparable 
teóricamente a 5 mg/kg de gluten) que el sistema de PCR pudo detectar de manera fiable en la 
mezcla binaria tratada a 200 °C. De esta manera, cualquier Cp por encima de este umbral 
(Cp 33) se consideraría como no reproducible y se asignaría a muestras PCR-negativas.  
Análogamente, se estableció un valor umbral superior para clasificar aquellas muestras que 
contuvieran concentraciones de cereales con gluten superiores a 200 mg/kg (teóricamente 
equivalentes a 20 mg/kg de gluten). Este umbral se estableció en un Cp de 26 (Figura 2 
pág. 98), considerando en este caso los valores de Cp registrados tras el análisis de las mezclas 
crudas y sometidas al tratamiento térmico menos intenso. Así, los resultados de amplificación 
que produjeran valores de Cp inferiores a este valor se corresponderían a productos con 
niveles de gluten presumiblemente superiores a 20 mg/kg y, por tanto, potencialmente 
perjudiciales para los consumidores sensibles. Finalmente las muestras comerciales que 
originasen valores de Cp situados entre ambos umbrales de corte (33 y 26) se considerarían 
como positivas respecto a la presencia de trigo, cebada y/o centeno (muestras PCR-positivas). 
No obstante, para estimar la concentración de cereales (y el correspondiente nivel teórico de 
gluten) en estas muestras, sería necesario conocer la naturaleza, características y método de 
procesado de cada producto en particular.  
Los resultados obtenidos tras el análisis de los productos comerciales mediante la técnica 
de PCR en tiempo real se encuentran recogidos en la Tabla 6 (pág. 97). Como puede 
observarse, el sistema de PCR desarrollado detectó satisfactoriamente la presencia de los 
cereales diana en todos los productos que declaraban en su etiquetado trigo, cebada y/o 
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centeno, demostrando la capacidad del método para detectar la presencia de cereales con 
gluten, incluso en muestras particularmente complejas como chocolates. 
Dentro de la categoría de productos comerciales que advertían de la posible presencia de 
cereales con gluten, la técnica de PCR produjo señales de amplificación positivas (Cp < 33) en 
el 15,8 % (6 de 38) de las muestras, poniendo nuevamente de manifiesto el bajo porcentaje de 
productos con etiquetado preventivo que verdaderamente contienen el alérgeno del que se 
advierte su posible presencia. Este hecho puede deberse a que los fabricantes prefieren alertar 
de una posible contaminación cruzada por el uso de instalaciones compartidas, incluso cuando 
la probabilidad de que dicha contaminación ocurra sea mínima. En este contexto, la 
implementación de medidas como la unificación del lenguaje empleado en el etiquetado 
preventivo o la evaluación real del riesgo teniendo en cuenta los umbrales establecidos en el 
sistema VITAL (Voluntary Incidental Trace Allergen Labelling), permitiría a los consumidores 
realizar elecciones con mejor información (Allen et al., 2013; Soon y Manning, 2017). 
El análisis de productos comerciales que no contenían como ingrediente ninguno de los 
cereales con gluten reveló que un 67 % (46 de 69) cumplían con la declaración de su etiquetado 
ya que el sistema de PCR no produjo señales de amplificación positivas. Sin embargo, un alto 
porcentaje de muestras (33 %) sí resultaron contener ADN procedente de cereales con gluten. 
Cabe destacar que un 82 % de estas muestras positivas (19 de 23) contenían avena entre sus 
ingredientes, lo que refleja una elevada proporción de productos fabricados a base de este 
cereal, posiblemente contaminados con trigo, cebada y/o centeno.  
Por último, el muestreo incluyó un elevado número de productos comerciales elaborados 
específicamente para consumidores sensibles al gluten. De las 102 muestras analizadas dentro 
de esta categoría, un 10,8 % (11 productos) produjeron señales positivas de amplificación. Por 
el contrario, la técnica de PCR sugirió que el resto de muestras (91 productos) sí serían 
adecuadas para individuos sensibles, dado que no se amplificó el fragmento de ADN 
seleccionado como marcador de la presencia de cereales con gluten. Dos de estas muestras 
PCR-negativas pertenecían a productos elaborados a base de avena bajo condiciones de 
procesado específicas para minimizar la posibilidad de contaminación cruzada con otros 
cereales. Esta clase de avenas certificadas ayudan a mejorar el valor nutricional de las dietas 
sin gluten y a ampliar el número de productos a los que las personas celiacas tienen acceso 
(Comino et al., 2015; Fric et al., 2011; Pinto-Sánchez et al., 2017). 
Para todos los productos analizados, el sistema de PCR diseñado en el gen 18S del ARNr 
como control positivo de la reacción, confirmó la presencia de ADN amplificable, corroborando 
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la adecuada integridad del ADN extraído de las muestras y la ausencia de componentes que 
pudieran inhibir la reacción de amplificación. 
En los últimos años, las técnicas basadas en la PCR han adquirido cada vez más relevancia 
en el análisis de alimentos, ya que suponen una herramienta muy útil para facilitar la 
trazabilidad de los productos comercializados y contribuir a garantizar un etiquetado 
consistente, coherente y transparente. Gracias en parte al abaratamiento del instrumental y 
reactivos requeridos para este tipo de análisis, hoy día existen protocolos oficiales basados en 
técnicas de PCR, incorporados en diversos Reglamentos Europeos. Entre ellos, cabe destacar la 
detección de proteínas animales transformadas en piensos, la detección de organismos 
modificados genéticamente o la autentificación de carne de caballo y especies de pescado. 
Además, otros países ya han introducido dentro de sus normativas métodos oficiales basados 
en la PCR para la detección de alérgenos alimentarios, como la detección de gamba y cangrejo 
(Japón) o de cacahuete en matrices que contienen chocolate (Alemania) (Holzhauser y Röder, 
2014; Sakai et al., 2013). 
Teniendo en cuenta estas consideraciones, la disponibilidad de técnicas de PCR como la 
desarrollada en esta Tesis Doctoral, capaces de discriminar específicamente las variedades de 
trigo, cebada y centeno, sería crucial en el caso de que se autorizasen las técnicas genéticas 
como metodologías complementarias a los inmunoensayos en la determinación de cereales 
con gluten en alimentos. Sin embargo, a pesar de que las técnicas basadas en la PCR presentan 
innegables y reconocidas ventajas, como su elevada sensibilidad y especificidad, cuando se 
aplican a la detección de gluten en alimentos hay que tener presentes ciertas limitaciones 
inherentes al hecho de que esta técnica detecta la presencia del ingrediente alergénico pero no 
de la proteína desencadenante de la reacción adversa (Holzhauser, 2018; Scherf y Poms, 2016). 
En este sentido, el análisis por PCR de la presencia de gluten en productos tales como 
hidrolizados o fermentados (cervezas, siropes o maltas) puede dar lugar a resultados negativos 
falsos debido al elevado grado de degradación que sufre la molécula de ADN en estos procesos, 
que puede dificultar o impedir su correcta amplificación (Mujico et al., 2011, Panda y Garber, 
2019). 
Por otra parte, la determinación de gluten mediante PCR también supone un desafío en 
aquellos productos a base de almidón. Las proteínas del gluten se encuentran en el 
endospermo del cereal en combinación con este polisacárido, que supone hasta el 63-72 % del 
contenido del trigo (Shewry et al., 2002). Mediante un proceso de fraccionamiento que 
involucra sucesivos lavados con soluciones acuosas, se puede separar el almidón de las 
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proteínas del gluten (Kupper, 2005; van der Borght et al., 2005). Aunque tras este proceso suele 
permanecer un cierto nivel de gluten residual, puede obtenerse almidón con una concentración 
de gluten inferior a 20 mg/kg, por lo que podría incorporase a la dieta para mejorar la 
aceptabilidad de los productos adecuados para pacientes celiacos gracias a los propiedades 
que aporta este polisacárido (Kaukinen et al., 1999; Scherf, 2017). Considerando estas 
premisas, en el caso de que alguno de los productos analizados mediante la técnica de PCR en 
tiempo real desarrollada contuviera almidón de trigo, cebada o centeno, el ensayo detectaría 
la presencia del ingrediente a pesar de que podría no contener gluten, produciéndose por tanto 
un resultado incorrecto (falso positivo). También hay que señalar que, por lo general, dado que 
existen almidones naturalmente libres de gluten (como por ejemplo almidón de arroz, patata 
o tapioca), se suele evitar el uso de almidón de trigo en la formulación de productos sin gluten 
(Arendt y Bello, 2008).  
 Análisis comparativo de los productos comerciales mediante PCR y ELISA  
Debido a las limitaciones inherentes de las técnicas de PCR enfocadas a la determinación de 
gluten en los alimentos, se consideró importante validar los resultados obtenidos en el análisis 
de los productos comerciales mediante una técnica de base inmunológica dirigida a detectar 
las proteínas alergénicas. Para ello, los 220 productos comerciales analizados por PCR en 
tiempo real, se analizaron también mediante la técnica oficial de ELISA sándwich basada en el 
anticuerpo monoclonal R5 para la determinación de gluten en alimentos.  
La Tabla 7 (pág. 100) muestra el análisis comparativo de las 51 muestras que generaron 
resultados positivos de amplificación mediante la técnica de PCR en tiempo real. El método 
inmunoenzimático confirmó la presencia de altas concentraciones de gluten en todos los 
productos comerciales (categoría A) que declaraban contener alguno de los cereales con 
gluten, registrando niveles de absorbancia superiores a la concentración más alta del estándar 
de calibración (80 mg/kg). En el caso de los productos clasificados como PCR-positivos en el 
resto de categorías (B, C y D), la mayoría produjeron resultados coherentes en los análisis de 
ELISA, corroborando la presencia de cereales con gluten independientemente de la naturaleza 
de la molécula diana (ADN o proteína). No obstante, como se deduce de los resultados 
mostrados en la Tabla 7 (pág. 100), no se pudo establecer una equivalencia o relación directa 
entre los valores de Cp y los niveles de gluten obtenidos en las muestras. Otros autores han 
alcanzado esta misma conclusión al tratar de correlacionar los resultados generados mediante 
PCR en tiempo real y ELISA, atribuyendo este resultado a las diferentes características y 
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particularidades que posee cada alimento (Köppel et al., 1998; 2010; Mašková et al., 2011; 
Mujico et al., 2011). 
Por otro lado, once de las muestras mostraron discrepancias en los resultados 
proporcionados por ambas técnicas. En estos productos, la técnica de PCR en tiempo real 
produjo señales de amplificación positivas (Cp < 33), mientras que los niveles de gluten se 
encontraron por debajo del límite de cuantificación (LOQ, limit of quantification) del ensayo de 
ELISA basado en el anticuerpo R5 (5 mg/kg de gluten). Este resultado podría explicarse por la 
mayor sensibilidad de la técnica de PCR, especialmente en el análisis de productos sometidos 
a un procesamiento de baja intensidad donde la técnica tiene el potencial de amplificar las 
especies dianas hasta niveles de 10 mg/kg, equivalentes a un contenido teórico de gluten de 
1 mg/kg. Sin embargo, como se ha señalado anteriormente, este resultado también podría 
atribuirse a la presencia en las muestras de almidones procedentes de trigo, cebada y/o 
centeno que no fueran detectados por la técnica de ELISA, pero donde sí habría ADN de estos 
cereales amplificable mediante PCR. 
Cabe señalar que el análisis de gluten en muestras de almidón es una determinación 
problemática también mediante las técnicas inmunoenzimáticas. En la reunión del 3 de 
noviembre de 2006, la Comisión del Codex Alimentarius sugirió que, en un producto como el 
almidón, el método de ELISA basado en el anticuerpo R5 podría proporcionar resultados que 
no se correlacionaran con la verdadera toxicidad de la muestra debido a que el anticuerpo 
reconoce exclusivamente la fracción de las prolaminas y no a las subunidades de las glutelinas. 
En este sentido, Wieser y Koehler (2009) pusieron de manifiesto que el factor de conversión 
aplicado para correlacionar el contenido de prolaminas detectado por el R5 con los niveles de 
gluten (que asume una proporción 1:1 de prolaminas y glutelinas) puede llevar a errores en la 
estimación del contenido de gluten en muestras de almidón de hasta un 70 %. Además, es 
importante resaltar un trabajo desarrollado recientemente por Scherf (2017) donde se 
describen enormes discrepancias en los niveles de gluten cuantificados al analizar 30 muestras 
de almidón mediante siete inmunoensayos comerciales distintos, principalmente debidas a los 
diferentes anticuerpos incluidos en cada kit y a que cada protocolo emplea métodos de 
extracción y estándares de calibración diferentes.  
A pesar de estas inevitables divergencias analíticas, en el presente trabajo se observó un 
correcto funcionamiento de los valores umbrales cualitativos establecidos para clasificar los 
productos comerciales en función del valor de Cp generado mediante la técnica de PCR en 
tiempo real. De este modo, todas las muestras que produjeron valores de Cp inferiores al límite 
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de 26 registraron valores de absorbancia correspondientes a concentraciones de gluten 
superiores a 20 mg/kg. Por tanto, dicho límite podría emplearse para discriminar aquellas 
muestras potencialmente peligrosas para los consumidores sensibles. Asimismo, los 169 
productos comerciales clasificados como negativos por la técnica de PCR, generaron valores de 
absorbancia por debajo del LOQ del inmunoensayo, demostrando la conveniencia del límite de 
Cp fijado en 33 para identificar muestras donde no hay presencia de ADN de trigo, cebada y/o 
centeno y que podrían, por tanto, clasificarse como libres de gluten. Esta sistemática 
correlación de resultados obtenida en el caso de las muestras asignadas como negativas para 
la presencia de gluten, también se ha descrito en otros trabajos dirigidos a la determinación de 
esta proteína en alimentos. Cabe destacar por ejemplo el trabajo de Rzychon et al. (2017) 
donde se comparan los resultados proporcionados por siete kits de ELISA, concluyendo que 
solamente se obtenían resultados reproducibles con todos los kits en las muestras donde no se 
detectaba la presencia de gluten. Sin embargo, dado que las muestras con niveles detectables 
de gluten proporcionaron resultados dispares con relación al límite de 20 mg/kg, estos autores 
sugieren que este umbral adoptado por los diferentes reglamentos de etiquetado no es 
operable desde un punto de vista práctico. Este hecho ha llevado a algunos países como 
Australia y Nueva Zelanda a regular que los alimentos con la etiqueta "sin gluten" no deben 
contener concentraciones de gluten detectables por ELISA. 
Todas estas observaciones resaltan el gran desafío que supone una cuantificación precisa 
de los niveles de gluten de los alimentos, independientemente de la base analítica del método 
seleccionado. Tanto en los ensayos genéticos como en los inmunológicos, es necesario 
identificar factores de conversión adecuados para correlacionar la cantidad de molécula diana 
(ADN o proteína) con los niveles de gluten en la muestra, siendo por tanto inevitable un cierto 
grado de incertidumbre cualquiera que sea la técnica empleada. Este hecho ha llevado a 
algunos autores a plantear si los métodos basados en el análisis de las proteínas (ELISA o de 
espectrometría de masas) serían por si solos suficientes para la detección de alérgenos en los 
alimentos, o si sería recomendable el uso de técnicas complementarias como las basadas en la 
PCR (Holzhauser, 2018). Dada la dificultad de seleccionar un único método que reúna todas las 
cualidades para ofrecer resultados robustos, inequívocos y rápidos en las determinaciones de 
gluten en los alimentos, el empleo de varias técnicas complementarias proporcionaría una 
información valiosa a los laboratorios oficiales de análisis para contribuir a aumentar la 
seguridad de los productos comercializados para consumidores alérgicos. 
En las últimas décadas, se ha publicado un número considerable de trabajos basados en las 
técnicas de PCR en tiempo real para la determinación de cereales con gluten en alimentos. Un 
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alto porcentaje de ellos se centra en la detección individual de especies, sobre todo de trigo 
(Hernández et al., 2005; Mujico et al., 2011; Terzi et al., 2003; von Büren et al., 2001; Zeltner et 
al., 2009). Sin embargo, son mucho más escasos los trabajos de PCR enfocados a la detección 
del grupo de cereales que desencadenan trastornos relacionados con el gluten (trigo, cebada y 
centeno), probablemente debido al alto nivel de polimorfismo existente entre las diferentes 
especies. En este sentido, el empleo de técnicas de PCR en tiempo real como la desarrollada en 
esta Tesis Doctoral para la detección conjunta de trigo, cebada y centeno proporciona una 
correlación más realista entre las determinaciones de ADN y las de proteína presente en las 
muestras.  
Dahinden et al. (2001) desarrollaron el primer método de PCR convencional para la 
detección simultánea de cereales con gluten basada la amplificación de un fragmento específico 
de la región no codificante de cloroplastos del gen trnL (amplicón de 201 pb para trigo y 
centeno y de 196 bp para cebada). Al igual que el marcador genético ITS, este gen también 
presenta carácter multicopia, y permitió la detección de 20 pg de ADN de trigo y 2 pg de ADN 
de cebada y centeno. Mediante la adición de un patrón interno de mayor longitud que los 
amplicones, estos autores consiguieron una cuantificación relativa de las muestras en el 
intervalo entre 200 y 2000 mg/kg (concentraciones de gluten teóricas entre 20 y 200 mg/kg). 
La visualización de los resultados en geles de agarosa permitió clasificar un total de 15 
muestras en función de su contenido superior o inferior al límite de 20 mg/kg de gluten. 
Olexová et al. (2006) emplearon los mismos cebadores diseñados por Dahinden et al. (2001) 
en otra técnica de PCR convencional optimizada para detectar hasta un 0,1 % de trigo en 
mezclas de soja (1000 mg/kg), límite equivalente al nivel establecido para considerar un 
producto como “bajo contenido en gluten” (100 mg/kg). La aplicabilidad de la técnica se 
demostró a través del análisis de 4 harinas y 15 muestras de galleta, encontrándose 
contaminaciones de cereales con gluten en tres de ellas. 
El primer método de PCR en tiempo real con sondas de hidrólisis Taqman® con capacidad 
para amplificar de manera conjunta el ADN de trigo, cebada y centeno, fue descrito por Piknová 
et al. (2008). El sistema de PCR amplificaba un fragmento de 95 pb en el gen que codifica para 
la puroindolina b del trigo, con un límite de detección de 200 mg/kg de trigo. No obstante, el 
trabajo no hace referencia al límite de detección para cebada y centeno, mencionando 
exclusivamente que las señales para estas dos dianas eran de intensidad considerablemente 
menor debido a las diferencias nucleotídicas entre el sistema de cebadores/sonda y las 
secuencias de la puroindolina b de cebada y centeno. 
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Martín-Fernández et al. (2015) evaluaron tres sistemas de PCR con cebadores específicos y 
sondas Taqman® dirigidos a los genes que codifican para tres proteínas alergénicas del trigo: 
α2-gliadina, aglutinina isolectina A (Tri a 18) y tiorredoxina h (Tri a 25). La sensibilidad del 
método se evaluó a partir del análisis de diluciones de ADN y mezclas binarias de harina de 
soja y trigo, mostrando un límite de detección de 20 pg de ADN y 500 mg/kg de trigo para los 
sistemas diseñados en las dianas genéticas de una sola copia (Tri a 18 y Tri a 25). No obstante, 
el sistema basado en el gen con carácter multicopia de la α2-gliadina alcanzó una mayor 
sensibilidad, con límites de detección de 2 pg de ADN y 50 mg/kg de trigo. Cabe mencionar que 
todos los sistemas desarrollados en este trabajo permitieron también la detección de otros 
cereales relacionados con la enfermedad celiaca (cebada, centeno y avena), a pesar de que 
presentaron una eficiencia de amplificación menor y el límite de detección para estas especies 
de cereales no se determinó. Otra limitación de este trabajo es que no evaluó la aplicabilidad 
del ensayo al análisis de productos comerciales. 
Teniendo en cuenta los resultados publicados por Martín-Fernández et al. (2015), 
Garrido-Maestu et al. (2018) desarrollaron un nuevo sistema de cebadores específicos y sonda 
de hidrólisis en la diana genética que proporcionó mejores resultados para la detección de 
cereales con gluten: la secuencia nucleotídica que codifica para la α2-gliadina. En este trabajo, 
se compararon dos sistemas diferentes para visualizar los resultados, SYBR® Green y sonda de 
hidrólisis Taqman®, así como una novedosa técnica de amplificación isotérmica mediada por 
loop (qLAMP). Todos los sistemas detectaron satisfactoriamente la presencia de trigo, cebada 
y/o centeno en las 10 muestras analizadas que contenían estos cereales, a excepción de dos 
muestras de cebada y centeno en grano que resultaron negativas mediante la técnica de 
qLAMP. El análisis de mezclas binarias de harina de maíz enriquecidas con diferentes 
concentraciones de trigo fijó el límite de cuantificación del ensayo en 50 mg/kg de trigo 
(100 mg/kg cuando se emplea el agente SYBR® Green). No obstante, en este trabajo no se 
realizaron mezclas experimentales enriquecidas con cebada y centeno para determinar la 
sensibilidad de las técnicas frente a estas especies, ni se incluyeron análisis de especificidad 
con avena. 
 Además de los trabajos publicados en la bibliografía científica, actualmente existen en el 
mercado kits comerciales para la detección de ADN de cereales con gluten. Cabe citar por 
ejemplo el kit SureFood® Allergen ID Gluten (R-Biopharm, Alemania) que permite la detección 
mediante PCR en tiempo real de trigo, cebada, centeno y avena. Este ensayo declara un LOD de 
0,4 mg/kg y un LOQ de 1 mg/kg de los ingredientes alergénicos, si bien los resultados pueden 
variar en función de la matriz alimentaria, el grado de procesado de la muestra o la pureza del 
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ADN analizado. Otro kit comercializado es foodproof® Gluten Detection Kit -5’Nuclease- 
(BIOTECON Diagnostics, Alemania) que ofrece la detección específica de trigo, cebada, centeno 
y triticale con un LOD de 0,1-1 mg/kg. 
Teniendo en cuenta todos los antecedentes y estudios previamente expuestos, se puede 
concluir que la metodología de PCR en tiempo real desarrollada en esta Tesis Doctoral para la 
detección de cereales con gluten en alimentos presenta una serie de ventajas respecto al resto 
de trabajos publicados en este ámbito. Este es el primer trabajo que emplea como diana 
molecular la región del ITS, alcanzando límites de detección inferiores o comparables al resto 
de trabajos de investigación publicados (10-50 mg/kg) y ha demostrado una eficiencia de 
amplificación semejante para todos los cultivares de trigo, cebada y centeno analizados. 
Además, el sistema de PCR está específicamente diseñado para no amplificar ADN de avena y 
obtener de este modo resultados más equiparables a los proporcionados en los ensayos 
inmunológicos oficiales, que detectan selectivamente las prolaminas de trigo, cebada y 
centeno. A pesar de la inevitable influencia de los tratamientos de procesado térmico en la 
detección de los cereales con gluten, la metodología de PCR desarrollada basada en dos límites 
umbrales de Cp ha demostrado su potencial para la clasificación cualitativa de aquellos 
alimentos potencialmente peligrosos para los consumidores sensibles (Cp < 26) y de productos 
libres de gluten (Cp > 33). Es importante señalar que la aplicabilidad de la técnica de PCR se 
constató a través de un muestreo amplio y realista de productos comerciales de diferente 
índole. Este análisis de mercado añade un valor significativo en comparación con otros trabajos 
publicados donde exclusivamente se analizan mezclas experimentales, y no siempre 
enriquecidas con las tres especies de cereales con gluten, o la representación de muestras 
seleccionada es muy reducida. 
En conclusión, la metodología de PCR en tiempo real desarrollada en este trabajo puede 
suponer una herramienta muy útil para complementar los resultados obtenidos mediante los 
inmunoensayos destinados a la determinación de gluten en alimentos, contribuyendo a 
verificar el cumplimiento de las reglas de etiquetado y a confirmar la eficacia de los planes de 
gestión de alérgenos adoptados por las industrias alimentarias. 
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IV. 3. OBTENCIÓN DE FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS RECOMBINANTES (dAb) 
MEDIANTE LA TECNOLOGÍA DE PHAGE DISPLAY PARA LA DETECCIÓN DE GLUTEN 
EN ALIMENTOS 
Como ya se ha señalado, una de las herramientas más eficaces para llevar a cabo los análisis 
rutinarios para la detección de gluten en los alimentos, consiste en el desarrollo de 
metodologías de base inmunológica encaminadas a detectar las proteínas alergénicas, entre las 
que destaca principalmente la técnica de ELISA (Scherf y Poms, 2016). Actualmente existen en 
el mercado multitud de inmunoensayos destinados a este fin que emplean tanto anticuerpos 
policlonales (como el desarrollado por el Instituto Morinaga de Ciencias Biológicas, MIoBS), 
como monoclonales (R5, G12, α-20 y Skerrit o 401/21) (Bruins-Slot et al., 2016; Melini y Melini, 
2018). Sin embargo, tal y como demuestran diferentes trabajos de investigación, ninguno de 
los métodos disponibles ha conseguido superar todas las dificultades implicadas en la 
determinación de gluten, por lo que son múltiples los factores que llevan a dudar de la precisión 
de estos inmunoensayos (Lexhaller et al., 2016; Rzychon et al., 2017; Scherf, 2017; Tanner et 
al., 2013a; Thompson y Méndez, 2008; Wieser y Koehler, 2009). 
En la actualidad, uno de los grandes retos por resolver, es la elección de los epítopos hacia 
los que deben dirigirse los métodos de detección con el fin de proporcionar una cuantificación 
precisa del contenido de gluten en el alimento. A pesar de que no están claramente definidas 
todas las fracciones nocivas del gluten, hay un elevado número de péptidos derivados de las 
prolaminas y glutelinas que se han relacionado con la activación de la enfermedad celiaca y 
otras patologías asociadas con los cereales con gluten (Dewar et al., 2006; Donnelly et al., 2016; 
Howdle, 2006). En este sentido, se han identificado cientos de péptidos inmunogénicos en las 
proteínas de trigo, cebada y centeno que son capaces de estimular las células-T del intestino o 
de la sangre periférica de pacientes celíacos (Cebolla et al., 2018; Sollid et al., 2012). Sin 
embargo, no todos los péptidos del gluten son igual de nocivos y, además, el número de 
epítopos presentes puede variar considerablemente en función de los distintos tipos, especies 
y cultivares de cereal, así como con las condiciones de crecimiento de la planta (Biesiekierski, 
2017; Diaz-Amigo y Popping, 2013; Wieser, 2007). 
Otros dos grandes obstáculos que influyen directamente en la precisión de la determinación 
de gluten en alimentos, son la eficacia de los métodos de extracción de las proteínas y la 
dificultad de producir materiales de referencia normalizados que representen a la muestra lo 
más fielmente posible. Por ello, el Comité Científico de la Agencia Española de Seguridad 
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Alimentaria y Nutrición (AESAN), considera necesario seguir trabajando en el desarrollo de 
nuevas alternativas que busquen mejorar los métodos ya existentes (Martín et al., 2010).  
Teniendo en cuenta estas consideraciones, el tercer objetivo de esta Tesis Doctoral consistió 
en el desarrollo de una novedosa estrategia de obtención de fago-anticuerpos recombinantes 
mediante la técnica de phage display para la detección de gluten en alimentos. De esta forma, a 
partir de genotecas sintéticas comerciales de fago-anticuerpos, se seleccionaron sondas de 
afinidad frente al gluten para el desarrollo de nuevos métodos inmunoenzimáticos (ELISA). 
IV. 3. 1. Aislamiento de anticuerpos recombinantes frente al gluten  
Gracias al auge de la tecnología de presentación sobre fagos filamentosos o phage display, 
existen en el mercado genotecas de bacteriófagos que expresan en su superficie desde 
oligopéptidos de secuencia aleatoria hasta fragmentos funcionales de anticuerpos 
recombinantes (Fab, scFv, dAb, etc.). Una de las principales ventajas de este método alternativo 
de producción de anticuerpos, es que permite relacionar el fenotipo del fago (proteína exógena 
expresada) con su genotipo (secuencia nucleotídica que codifica esa proteína). Por ello, esta 
tecnología ha impulsado el desarrollo de nuevos inmunoensayos basados en anticuerpos 
monoclonales recombinantes gracias a sus bajos costes de producción y a las grandes 
posibilidades que ofrece su posterior manipulación mediante técnicas de ingeniería genética 
(Gupta y Shukla, 2017; Ledsgaard et al., 2018; Rajput et al., 2014). 
Desde que a principios de los años noventa se descubriera la existencia de anticuerpos que 
carecen de cadena ligera en el suero de especies de camélidos (llamas, camellos y vicuñas) 
(Hamers-Casterman et al., 1993), los denominados nanoanticuerpos o nanobodies se han 
convertido en una herramienta muy prometedora en investigación. Estos fragmentos de 
anticuerpos recombinantes están formados exclusivamente por el dominio variable de la 
cadena pesada, por lo que también se les conoce como anticuerpos de dominio único (dAbs, 
single-domain antibodies), y constituyen la fracción de menor tamaño de las inmunoglobulinas 
con capacidad de unir antígenos. Entre sus principales ventajas, destaca su reducido tamaño, 
por lo que es sencillo obtener grandes cantidades empleando sistemas de expresión 
tradicionales. Además, su mayor contenido en residuos hidrofílicos, debido a la ausencia de 
cadena ligera, les confiere una elevada estabilidad térmica, alta solubilidad y la capacidad de 
identificar epítopos inusuales (Baghban et al., 2016; Gonzalez-Sapienza et al., 2017). Los dAbs 
pueden unir antígenos en condiciones extremas, como altas temperaturas o presencia de 
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detergentes, ya que son capaces de volver a adquirir una conformación activa después de ser 
desnaturalizados. Por ello, tal y como demostraron Doña et al. (2010), estos fragmentos de 
anticuerpos son especialmente adecuados para el análisis de gluten, donde el proceso de 
extracción de las prolaminas requiere del uso de detergentes y agentes desnaturalizantes para 
favorecer la recuperación de aquellas proteínas que hayan podido interactuar con la matriz 
alimentaria (García et al., 2005; Mujico et al., 2012).  
Para llevar a cabo el objetivo planteado en este trabajo, se seleccionó la genoteca de fagos 
recombinantes, comercializada por Source Bioscience, basada en anticuerpos humanos de 
dominio único (VH3-23/D47). Esta librería sintética no inmune, construida por el grupo del 
Dr. Daniel Christ (Medical Research Council, Laboratory of Molecular Biology) en el fagémido 
pR2, expresa los fragmentos de anticuerpos fusionados a la proteína menor de recubrimiento 
pIII del fago M13. La diversidad de los dAbs se introdujo en las regiones determinantes de la 
complementariedad (CDR, complementarity determining region) mediante mutagénesis 
dirigida del ADN por PCR (posiciones H27-33, H35, H50, H52-H54, H94, H95-H100(a-k), H101, 
H102). De esta forma, el tamaño final de la librería (3·109), ofrece un extenso repertorio de 
fago-anticuerpos, lo que aumenta la probabilidad de encontrar clones de alta afinidad por una 
determinada diana molecular. Además, la composición de los dAbs de esta librería ha sido 
especialmente diseñada para minimizar su tendencia a agregar y, aunque la longitud del CDR-3 
se ha reducido, mantienen la capacidad de reconocimiento del antígeno (Dudgeon et al., 2012; 
Lee et al., 2007). 
El proceso de obtención de dAbs frente al gluten, se realizó a través de un mecanismo 
reiterativo denominado biopanning que comprende diferentes rondas de selección por 
afinidad (Parmley y Smith, 1988; Teixeira y Gonzalez-Pajuelo, 2018). Para llevar a cabo este 
proceso, se pueden plantear diferentes estrategias de selección, variando tanto el tipo de 
soporte como la diana proteica empleada (por ejemplo extractos proteicos totales o proteínas 
purificadas) (de la Cruz et al., 2013a; 2015). Una estrategia relativamente novedosa empleada 
para mejorar la detección de los alérgenos alimentarios en productos procesados, es el uso de 
anticuerpos obtenidos a partir de un péptido determinado (Cucu et al., 2013). En este caso, 
para asegurar que la unión antígeno-anticuerpo no se vea afectada, es muy importante 
seleccionar péptidos estables durante el procesado del alimento, tal y como ocurre en el caso 
de los péptidos inmunogénicos del gluten, cuyo alto contenido en prolina y glutamina los hace 
altamente resistentes (Kucek et al., 2015; Tye-Din et al., 2018). 
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Recientemente, Sharma y colaboradores desarrollaron un método de obtención de 
anticuerpos policlonales frente a los cereales con gluten mediante la inmunización de conejos 
por inyección subcutánea de secuencias específicas de aminoácidos (Sharma et al., 2016). De 
los cuatro péptidos empleados en dicho trabajo, tres de ellos permitieron la obtención de 
sueros de conejo con capacidad de reconocimiento específico frente al gluten de trigo, cebada 
y centeno, mientras que el péptido restante, generó anticuerpos policlonales que reconocieron 
conjuntamente los extractos proteicos de los tres cereales (y en menor medida avena), 
denominado por ello péptido consenso. Teniendo presente los resultados de estos autores, en 
este trabajo se propuso la obtención de fragmentos de anticuerpos monoclonales a partir de la 
genoteca comercial de dAbs mediante sucesivas rondas de selección empleando como diana la 
secuencia de dicho péptido consenso. Para favorecer la inmovilización orientada de la molécula 
durante las rondas de biopanning, se introdujo un residuo de lisina adicional en el extremo 
C-terminal para poder biotinilar la secuencia. El péptido seleccionado, contiene algunas de las 
principales repeticiones de aminoácidos presentes en las proteínas del gluten que han 
demostrado ser resistentes a la digestión gástrica y por tanto, parecen ser importantes en el 
desarrollo de la enfermedad celiaca (por ejemplo QQPFP and PQQPF): 
CPFPQQQPFPQQPFPQQQPFQQQPFQQPFQQQPQQQP{Lys-biotina}. 
Con el propósito de minimizar la selección de variantes de fagos inespecíficas que 
reconozcan otros componentes presentes en el sistema, diferentes de la diana proteica (por 
ejemplo el soporte sólido o los agentes de bloqueo), se realizaron dos rondas de selección 
alternando el tipo de soporte (Bakhshinejad et al., 2016). En la primera ronda de selección se 
emplearon placas de poliestireno, y en la segunda, esferas magnéticas. Dado que ambas 
superficies estaban recubiertas con estreptavidina, se guio la selección de anticuerpos 
específicos frente al péptido exponiendo la subpoblación de fagos recuperada de la primera 
ronda a las partículas magnéticas sin péptido inmovilizado. De esta manera, se eliminaron del 
proceso de selección parte de los fago-anticuerpos que presentaran afinidad por la molécula 
de estreptavidina antes de proceder con la segunda ronda de biopanning, en un proceso que se 
denomina selección sustractiva (Eisenhardt et al., 2007). Cabe mencionar, que la fusión 
genética de la proteína pIII del fago y el dAb en la librería seleccionada, ha sido específicamente 
diseñada para permitir la elución de los fago-anticuerpos al final de cada ronda mediante su 
incubación con tripsina. Este hecho favorece la recuperación cuantitativa de todos los fagos 
con independencia de la afinidad de la interacción, a diferencia de la elución convencional 
mediante cambios de pH que preferentemente rompen las interacciones más débiles, 
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produciendo el sesgo de la librería con anticuerpos de baja afinidad (Hentrich et al., 2018; 
Ward et al., 1996). 
Tras finalizar cada ronda de selección, se calculó el número de fagos recuperados con el fin 
de estimar el nivel de enriquecimiento de la librería y evaluar el proceso de selección. De ese 
modo, el número de fagos eluidos tras la segunda ronda experimentó un incremento de 300 
veces con relación a los recuperados después de la primera ronda (de 107 a 3·109 pfu/mL). Este 
aumento en el número de fagos eluidos conforme se suceden las rondas de selección, es un 
indicio de que el proceso selectivo se ha producido satisfactoriamente. Para comprobar que se 
había producido un verdadero enriquecimiento de la genoteca en variantes de 
fago-anticuerpos que presentaran afinidad por la molécula diana, se realizó un ELISA indirecto 
para evaluar la capacidad del repertorio de fagos recuperado tras cada ronda para reconocer 
tanto al péptido consenso y a un extracto proteico de trigo blando (controles positivos), como 
a la molécula de estreptavidina (control negativo). Los resultados obtenidos en este ELISA 
policlonal, pusieron de manifiesto que el incremento en el número de fagos eluidos tras la 
segunda ronda de selección se debía principalmente al enriquecimiento de la librería en fagos 
con variantes afines al péptido consenso, y no a otras moléculas presentes en el sistema como 
la estreptavidina (Figura 1 pág. 124). Asimismo, aunque en menor medida, se observó un 
enriquecimiento en el número de fagos con capacidad para reconocer el extracto proteico de 
trigo. En vista de estos resultados, se descartó realizar rondas adicionales de biopanning y se 
procedió al aislamiento de un total de 95 clones individuales a partir de la subpoblación de 
fagos recuperados de la segunda ronda de selección. 
IV. 3. 2. Desarrollo de una técnica de ELISA indirecto basado en fago-anticuerpos 
recombinantes (dAb) para la detección de gluten en alimentos 
Dado que el propósito final de los anticuerpos seleccionados es desarrollar un 
inmunoensayo para la detección de gluten en alimentos, se requiere que los clones 
seleccionados presenten afinidad hacia las gliadinas del trigo, pero también hacia las proteínas 
homólogas presentes en la cebada y el centeno. Por ello, con la intención de seleccionar fagos 
con la especificidad deseada, se realizó un primer cribado enfrentando cada uno de los 95 
clones a extractos proteicos de trigo común, cebada y centeno. Aproximadamente un 20 % de 
los clones analizados reconocieron el extracto de trigo (18 clones) y de cebada (19 clones), 
mientras que el porcentaje de clones con afinidad hacia el extracto de centeno fue 
considerablemente menor (8 clones). Aunando los resultados obtenidos con las tres dianas 
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proteicas, se seleccionaron un total de 7 clones positivos con capacidad para reconocer 
simultáneamente los extractos de trigo, cebada y centeno. 
Para comprobar la integridad e identidad de los fragmentos de anticuerpos codificados por 
los fagémidos seleccionados, se secuenció el ADN plasmídico obtenido de estos 7 clones. Los 
resultados de secuenciación demostraron que se habían seleccionado en total 4 secuencias 
nucleotídicas diferentes, siendo dos de ellas únicas para un determinado clon (dAb8E y 
dAb10F), y las otras dos comunes a 2 y 3 clones respectivamente (dAb1H y dAb4B). Como 
puede observarse en la Figura 2 (pág. 125), los fagémidos seleccionados codificaban para 
secuencias aminoacídicas de fragmentos de anticuerpos humanos de dominio único 
correspondientes con la línea germinal VH3-23 (número de acceso UniProtKB P01764.2), 
demostrando que las regiones marco o frameworks (FR) de los clones seleccionados se 
encontraban mínimamente mutadas. 
Una vez reducido a cuatro el número de clones, se purificaron mediante precipitación con 
polietilenglicol grandes cantidades de los cuatro fagos seleccionados para realizar una 
caracterización más homogénea de los anticuerpos monoclonales que expresan en su 
superficie (Yamamoto et al., 1970). Para ello, previamente a la realización de los ensayos de 
ELISA indirectos, se titularon los fagos precipitados y se optimizó el número de partículas a 
utilizar en los inmunoensayos, fijándose finalmente en 4·1011 viriones por pocillo. 
La adecuada especificidad de estos 4 clones de fago-anticuerpos se comprobó mediante el 
análisis de un total de 62 muestras de cereales cedidos como muestras de referencia por el 
CRF-INIA y 35 especies vegetales heterólogas (Tabla 1 pág. 122). Dentro de las muestras de 
referencia, se incluyeron diez cultivares diferentes de dos subespecies de trigo hexaploides 
(trigo blando y espelta), dos subespecies de trigo tetraploides (trigo duro y redondillo), cebada 
y centeno, así como dos cultivares del híbrido triticale. Tras realizar los ensayos de 
especificidad con los cuatro clones positivos para gluten, se seleccionaron únicamente dos de 
ellos para continuar con una caracterización más exhaustiva (dAb8E y dAb4B), dado que 
fueron los que mostraron un fuerte reconocimiento de todas las muestras de referencia, sin 
producir reacciones cruzadas con ninguno de los extractos proteicos de las diferentes especies 
heterólogas analizadas. 
Una vez confirmado que los clones dAb8E y dAb4B reconocían los extractos proteicos de 
cada uno de los diferentes cultivares de cereales con gluten, se realizaron mezclas individuales 
de las variedades de trigo (n = 40), cebada (n = 10) y centeno (n = 10) para evaluar la capacidad 
de reconocimiento de los clones cuando la concentración de las dianas empleada en el tapizado 
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del inmunoensayo disminuía progresivamente. La Figura 3A-B (pág. 126) muestra las curvas 
dosis-respuesta obtenidas tras analizar las diluciones de los extractos proteicos de estas 
mezclas de referencia con los clones dAb8E y dAb4B, respectivamente. Tal y como se esperaba, 
ambos fago-anticuerpos reconocieron positivamente a los tres cereales diana. Sin embargo, 
como puede observarse en la imagen, los valores de absorbancia generados en el análisis de 
concentraciones bajas de proteína resultaron considerablemente superiores cuando se empleó 
el clon dAb8E en comparación con el fago-anticuerpo dAb4B, indicando que el primero de ellos 
presentaría una sensibilidad más acorde a la requerida para llevar a cabo la detección de gluten 
en alimentos. 
Para corroborar estos resultados y obtener los límites de detección (LOD) y cuantificación 
(LOQ) del ensayo se procedió al análisis de diluciones del patrón de gliadina producido por el 
Grupo de Trabajo en Prolaminas (PWG, Prolamin Working Group). A pesar de los grandes 
avances que se han realizado en la caracterización de las proteínas de diferentes variedades de 
trigo, cebada, centeno y avena (Hajas et al., 2018; Schalk et al., 2017), todavía no existe un 
material de referencia certificado para el gluten. Debido a ello, uno de los puntos críticos en la 
cuantificación del contenido de gluten consiste en encontrar el patrón adecuado para cada tipo 
de inmunoensayo (Rosell et al., 2014). Este estándar debería de ser lo más representativo 
posible de las proteínas analizadas y uno de los materiales más empleado hasta el momento 
para este fin, es el patrón de gliadina-PWG. Este patrón aislado de 28 variedades de trigo 
frecuentemente cultivadas en Europa, a pesar de que fue ampliamente caracterizado (van 
Eckert et al., 2006), no llegó a ser aprobado como un material de referencia de gliadina por el 
Instituto de Materiales y Medidas de Referencia (IMMR) debido al elevado contenido en 
gluteninas. 
La Figura 3C (pág. 126) muestra los resultados obtenidos tras analizar las diluciones del 
patrón de gliadina-PWG, observándose nuevamente un mejor comportamiento a bajas 
concentraciones del clon dAb8E (rango lineal 0,01-2,5 µg/mL de gliadina) en comparación con 
el dAb4B (rango lineal 2-10 µg/mL de gliadina). Siguiendo las directrices de la guía Eurachem 
para la validación de métodos analíticos, el LOD y LOQ se calcularon como la concentración de 
gliadina que mostró un valor de absorbancia igual al valor medio de absorbancia de diez 
réplicas del blanco, más tres y diez veces su desviación estándar, respectivamente (Magnusson 
y Örnemark, 2014). Una vez calculados de esta forma los LODs y LOQs a partir del análisis del 
patrón de gliadina, se calculó el contenido de gluten al que corresponderían en un producto 
comercial que hubiera sido sometido a un ELISA indirecto empleando sendos fago-anticuerpos 
(Tabla 6). En base a estos resultados, se descartó seguir trabajando con el clon dAb4B, ya que 
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el LOD alcanzado en los ELISAS con este fago-anticuerpo fue muy superior al límite máximo 
establecido para certificar un producto como libre de gluten (20 mg/kg). 
Dado que la técnica de ELISA no implica una separación de las proteínas presentes en el 
extracto alimentario analizado, es importante verificar que el método analítico no se encuentre 
afectado por el resto de componentes de la matriz alimentaria (Koerner et al., 2013; Oldfield, 
2014). Además, se ha demostrado que ciertos ingredientes con altas cantidades de taninos y 
polifenoles (cacao, café, trigo sarraceno, mijo, especias, etc.), pueden interferir en el proceso de 
extracción del gluten, por lo que en este tipo de muestras se recomienda el uso de aditivos 
como la leche desnatada o la gelatina de pescado y la polivinilpirrolidona para facilitar la 
extracción del gluten (Besler, 2001; Mena et al., 2012). En este trabajo, la idoneidad del 
inmunoensayo basado en el fago-anticuerpo dAb8E para detectar bajas concentraciones de 
gluten en una matriz alimentaria, se evaluó mediante el análisis de mezclas binarias de harina 
de arroz con diferentes concentraciones (0,1-100 mg/g) de un homogeneizado de las especies 
diana (trigo, cebada y centeno, WBRm). Como ya se ha comentado previamente, teniendo en 
cuenta el contenido promedio de gluten en estos cereales, se puede estimar que la 
concentración de gluten en estas mezclas estaría en el intervalo de 10-10 000 mg/kg 
(asumiendo que las proteínas del gluten suponen un 10 % en peso del cereal). La Figura 4A 
(pág. 127) muestra los resultados del ajuste a una curva sigmoidea de cuatro parámetros de 
los valores de absorbancia generados frente al logaritmo de la concentración de los cereales en 
las mezclas binarias (coeficiente de correlación r2 = 0,998). Teniendo en cuenta esta alternativa 
al patrón de gliadina-PWG basada en mezclas experimentales enriquecidas para calcular el 
contenido de gluten en las muestras, el LOD y LOQ alcanzados por el fago-anticuerpo dAb8E 
fue de 0,15 y 0,50 mg/g de la mezcla de cereales WBRm, lo que equivale a una concentración 
teórica de gluten de 15 y 50 mg/kg, respectivamente. Como puede observarse comparando 
estos resultados con los datos de la Tabla 6, los límites obtenidos mediante ambas 
aproximaciones resultaron muy similares. 
Los tratamientos térmicos aplicados durante el procesado del alimento parecen no alterar 
la capacidad de las prolaminas para desencadenar una respuesta inmune (Rumbo et al., 2001). 
Sin embargo, los cambios producidos en el alimento pueden afectar a la detectabilidad de las 
proteínas mediante técnicas inmunológicas, dado que pueden modificar los epítopos 
reconocidos por los anticuerpos (Sathe et al., 2005; van Hengel, 2007). Para evaluar la 
influencia del procesado en la capacidad de detección del fago-anticuerpo dAb8E, se sometió 
el homogeneizado de cereales WBRm a dos tratamientos térmicos diferentes, uno más suave a 
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160 °C durante 13 min, y otro más intenso a 200 °C durante 20 min. La comparación de los 
resultados obtenidos puso de manifiesto cómo, a medida que aumentaba la intensidad del 
tratamiento térmico aplicado para una misma cantidad de proteína analizada, la sensibilidad 
alcanzada fue mayor (Figura 4B pág. 127). Este aumento de sensibilidad en el análisis de 
muestras procesadas, puede atribuirse a que las condiciones del tratamiento produzcan 
determinadas modificaciones estructurales que exponen en mayor medida los epítopos y 
favorecen su reconocimiento por el anticuerpo (de la Cruz et al., 2013a). Además, este hecho 
podría sugerir que la selección realizada frente a un péptido concreto haya favorecido la 
obtención de un fago-anticuerpo que reconozca un epítopo lineal (secuencia continuada de 
aminoácidos), en lugar de epítopos conformacionales que requieren de una determinada 
estructura tridimensional para ser reconocidos y por lo tanto, el procesado del alimento puede 
comprometer su detección (Rowley et al., 2004; van Hengel, 2007). 
Tabla 6. Comparación de los límites de detección (LOD) y límites de cuantificación (LOQ) obtenidos en el 
análisis del patrón de gliadina-PWG con los fago-anticuerpos dAb8E y dAb4B mediante la técnica de ELISA 
indirecto. Se muestran también los niveles de gluten a los que corresponderían dichos límites en un 
producto comercial analizado mediante estos fago-anticuerpos. 
Fago-anticuerpo LOD gliadina LOQ gliadina LOD gluten LOQ gluten 
dAb8E 0,01 µg/mL 0,025 µg/mL 20 mg/kg 50 mg/kg 
dAb4B 0,22 µg/mL 0,5 µg/mL 440 mg/kg 1000 mg/kg 
No obstante, cabe mencionar que los tratamientos térmicos aplicados afectaron a la 
capacidad del método de extracción para solubilizar las prolaminas de los cereales, 
disminuyendo el contenido proteico de los extractos a medida que aumentaba la intensidad del 
procesado. Este hecho se debe a que, mayoritariamente en los subgrupos de prolaminas que 
contienen altas cantidades de azufre, el calentamiento produce la reorganización de los enlaces 
disulfuro, pasando de ser puentes intramoleculares a intermoleculares, lo que produce la 
formación de grandes agregados de menor solubilidad que llevarían a subestimar el contenido 
real de gluten (Bugyi et al., 2013; Kanerva, 2011; Rumbo et al., 2001). Usando agentes 
reductores, se puede mejorar la extracción de este tipo de agregados, sin embargo, hay otras 
interacciones formadas durante el procesado que no se pueden revertir, como la creación de 
enlaces isopeptídicos (Rombouts et al., 2010). Por lo tanto, debido a la gran diversidad de 
matrices y tratamientos de procesado a los que puede someterse un producto alimenticio, la 
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cuantificación precisa del contenido de gluten en una muestra determinada requeriría una 
curva estándar basada en una matriz alimentaria lo más similar posible al producto analizado. 
IV. 3. 3. Aplicación del inmunoensayo desarrollado para la detección de gluten en 
productos comerciales 
Una vez demostrada la eficacia de la técnica de ELISA indirecto basada en el fago-anticuerpo 
dAb8E para el análisis de las mezclas experimentales de cereales con gluten en harina de arroz, 
se evaluó su aplicabilidad mediante el análisis de un total de 50 productos comerciales. Para 
validar los resultados obtenidos, todas las muestras se analizaron en paralelo con el 
inmunoensayo oficial para la determinación de gluten en alimentos basado en el anticuerpo 
monoclonal R5 (RIDASCREEN® Gliadin, ELISA sándwich). 
Para correlacionar las intensidades de absorbancias generadas en el ELISA indirecto con los 
niveles de gluten en las muestras, se optó por emplear la regresión lineal obtenida con el patrón 
de gliadina-PWG (Figura 4C pág. 127), en lugar de la curva proporcionada por las mezclas 
experimentales. Esta decisión estuvo principalmente motivada por el hecho de que los 
patrones suministrados en el inmunoensayo comercial para obtener la curva de calibración, 
también empleaban dicho material de referencia, por lo que se evitaría la introducción de un 
mayor número de variables diferentes durante la comparación de los resultados. Dado que 
para proporcionar una correcta cuantificación del contenido de gluten se requeriría de un 
extenso trabajo adicional de caracterización de las dianas moleculares reconocidas por el 
fago-anticuerpo, en esta primera aproximación se ha realizado la clasificación de las muestras 
entre positivas y negativas en función del LOD alcanzado por ambos inmunoensayos. En este 
sentido, cabe mencionar que el LOD proporcionado por el fago-anticuerpo (20 mg/kg) fue 
superior al indicado por el fabricante para el ELISA comercial (2,5 mg/kg). 
La Tabla 2 (pág. 123) recoge los resultados obtenidos del estudio comparativo de ambos 
inmunoensayos para la detección de gluten en alimentos. Como puede observarse, se 
obtuvieron resultados coincidentes entre ambos métodos para todos los productos que 
declaran alguno o varios de los cereales diana como ingrediente y para los que declaraban 
contener trazas de gluten. Estos resultados pusieron de manifiesto la capacidad del ELISA 
indirecto basado en el clon dAb8E para detectar la presencia de gluten en diferentes tipos de 
matrices alimentarias y de productos procesados (chocolates, cereales de desayuno, panes, 
productos cárnicos, comidas precocinadas, etc.). El análisis de 17 productos comerciales que 
no indicaban ninguno de los cereales con gluten como ingrediente, produjo resultados 
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positivos en 12 de las muestras con el fago-anticuerpo dAb8E, mientras que todas resultaron 
positivas al emplear el anticuerpo R5. Este alto nivel de incumplimiento se debe a que dentro 
de esta categoría se incluyeron productos a base de avena que no indicaban explícitamente la 
presencia de gluten, lo que pone de manifiesto que este tipo de productos se encuentran 
frecuentemente contaminados con niveles de gluten que podrían suponer un riesgo para los 
consumidores sensibles. De los 15 productos analizados con certificación libre de gluten, el 
ELISA indirecto produjo resultados positivos para dos de las muestras. La presencia de gluten 
en estas muestras se confirmó mediante el ELISA sándwich del R5, sin embargo, mediante este 
método se obtuvieron resultados positivos en una muestra adicional. Estos últimos resultados 
pusieron de manifiesto las diferencias de sensibilidad encontradas entre ambos métodos, dado 
que los niveles de gluten cuantificados por el ELISA comercial para las seis muestras negativas 
en el ensayo basado en el fago-anticuerpo dAb8E resultaron muy cercanos o inferiores al LOD 
alcanzado (valores de concentración de gluten entre 10,0 y 25,3 mg/kg). 
Varios autores han desarrollado técnicas inmunoenzimáticas para la detección de gluten en 
alimentos haciendo uso de anticuerpos obtenidos frente a fragmentos inmunogénicos de las 
secuencias de las prolaminas y no de las proteínas purificadas (como es el caso de los 
anticuerpos monoclonales Skerrit y R5). Por ejemplo, mediante inmunización de ratones con 
el péptido 19-mer (LGQQQPFPPQQPYPQPQPF) de la A-gliadina, Ellis et al. (1998) obtuvieron 
el anticuerpo monoclonal PN3 que reconoce al epítopo QQQPFP. Aplicando un ELISA tipo 
sándwich que empleaba un anticuerpo policlonal frente a las gliadinas como anticuerpo de 
captura y el PN3 como anticuerpo de detección, consiguieron detectar hasta 4 ng/mL de 
gliadina, 500 ng/mL de secalinas y 1000 ng/mL de hordeínas y aveninas. Posteriormente, 
Bermudo-Redondo et al. (2005) desarrollaron un ensayo competitivo basado en este mismo 
anticuerpo monoclonal con el fin de acortar el tiempo necesario para completar el análisis, que 
alcanzó LODs de 0,128 ng/mL de gliadina, 0,201 ng/mL de secalinas, 0,261 ng/mL de 
hordeínas y 0,296 ng/mL de aveninas. Uno de los péptidos más estudiados por estar 
estrechamente implicado con el desarrollo de la enfermedad celiaca, es el 33-mer 
(LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQ PQPF) (Shan et al., 2002). Empleando esta secuencia, 
Morón y colaboradores obtuvieron los anticuerpos monoclonales G12 y A1 que reconocen 
respectivamente los epítopos QPQLPY y QLPYPQP (Morón et al., 2008a; 2008b). Aunque el 
anticuerpo G12 presentó una mejor afinidad por el péptido 33-mer, la sensibilidad obtenida 
con el anticuerpo A1 fue superior, probablemente debido a que las secuencias de las 
prolaminas contienen un mayor número de repeticiones del epítopo que reconoce. Ambos 
anticuerpos reconocieron las prolaminas de trigo, cebada, centeno y, en menor medida, avena. 
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El ELISA competitivo que emplea el anticuerpo monoclonal A1 demostró la capacidad de 
detectar concentraciones de gluten de hasta 0,33 mg/kg en productos alimentarios (Morón et 
al., 2008b). A día de hoy, la casa comercial Romer Labs® (Reino Unido) comercializa tiras 
inmunocromatográficas (AgraStrip® Gluten G12) y un ELISA tipo sándwich que presenta un 
LOD de 4 mg/kg (AgraQuant® ELISA Gluten G12) para el análisis de gluten basados en el 
anticuerpo G12. En la bibliografía consultada aparecen otros trabajos donde se describe la 
obtención de anticuerpos monoclonales mediante la inmunización de ratones con fragmentos 
de prolaminas, como el publicado por Spaenij-Dekking et al. (2004), que emplearon para ello 
un total de ocho péptidos diferentes presentes en la α2/9-gliadina y γ1-gliadina. Aunque los 
autores obtuvieron varios anticuerpos frente a epítopos de las prolaminas estimuladores de 
células-T, solo uno de ellos, comúnmente conocido como α-20, se ha utilizado para desarrollar 
un método de ELISA para la detección de α-gliadinas y secuencias homólogas de las prolaminas 
de cebada y centeno. Este método se comercializa por Europroxima (Países Bajos) bajo el 
nombre de Gluten-Tec® ELISA, y dado que reconoce solo estas fracciones de las prolaminas, el 
límite de cuantificación se expresa como 3,6 mg/kg de α-gliadina, por lo que no es fácil 
correlacionar los resultados con la cantidad de gluten presente en las muestras. 
Todos estos trabajos, se centraron en el uso de la tecnología de hibridomas para producir 
anticuerpos monoclonales obtenidos a partir de linfocitos del bazo de ratones inmunizados con 
secuencias peptídicas de las prolaminas con demostrada capacidad antigénica. Hasta la fecha, 
son muy escasos los trabajos que hacen uso de fragmentos de anticuerpos recombinantes para 
la determinación de gluten en alimentos. Doña et al. (2010) construyeron una genoteca de 
fago-anticuerpos a partir del dominio variable de la cadena pesada (VHH) de llamas 
inmunizadas con el patrón de gliadina comercializado por Sigma (EEUU). Gracias a la elevada 
estabilidad de los dAbs en presencia de etanol y agentes desnaturalizantes, los fragmentos de 
anticuerpos seleccionados por estos autores mediante la tecnología de phage display 
demostraron la capacidad de detectar la presencia de hasta 0,24 mg/kg de gliadina. Sin 
embargo, no fueron capaces de reconocer otras prolaminas presentes en cebada y centeno 
también implicadas en la enfermedad celiaca y no se incluyó la avena en los estudios de 
especificidad, descartando exclusivamente la reactividad cruzada con soja, arroz y maíz. 
Recientemente, Stadlmann et al. (2015) describieron la obtención de fragmentos variables de 
cadena sencilla (scFv, single chain variable fragment) a partir de la inmunización de gallinas 
ponedoras con un preparado de gliadina digerido con pepsina y tripsina. Tras sacrificar a los 
animales, se aislaron los linfocitos para obtener el material genético (ADNc) que permitiera 
clonar en el vector de expresión pET28a(+) las cadenas VH y VL que conforman un scFv. Los 
autores analizaron los scFv expresados por varios clones de E. coli transformados con la 
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genoteca producida, demostrando que el fragmento de scFv seleccionado fue capaz de 
reconocer diferentes variedades de trigo con afinidades muy similares en el rango nanomolar. 
Sin embargo, la afinidad por el centeno resultó inferior a la obtenida frente al trigo y el scFv no 
logró detectar los extractos de cebada, maíz, arroz y amaranto. Nuevamente, en este trabajo la 
avena tampoco se incluyó en los ensayos de especificidad. 
Comparando los resultados obtenidos en esta parte de trabajo de investigación con los 
antecedentes bibliográficos expuestos, podemos concluir que, aunque el ELISA indirecto 
basado en el fago-anticuerpo dAb8E ha demostrado poseer la especificidad necesaria para 
permitir la identificación inequívoca de gluten procedente de trigo, cebada y centeno 
simultáneamente, el LOD alcanzado por el método (20 mg/kg de gluten), fue superior a los 
LODs obtenidos en otros trabajos o en inmunoensayos comerciales. Sin embargo, es 
importante resaltar que la estrategia propuesta para la producción heteróloga de dAbs frente 
al gluten no requiere el uso de animales de experimentación, si no que se fundamenta en el 
enriquecimiento mediante phage display de una genoteca comercial no inmune de fragmentos 
de anticuerpos producidos sintéticamente. En este sentido, la producción de anticuerpos 
recombinantes mediante esta metodología se adhiere estrictamente a las recomendaciones de 
la Directiva 2010/63/UE (transpuesta a la legislación española en el Real Decreto 53/2013) 
relativa a la protección de los animales utilizados para fines científicos. Estas normativas 
establecen como principio general la implementación del “principio de las tres erres”, 
propuesto por Russel y Burch en 1959, que hace referencia al desarrollo de alternativas de 
reemplazo, reducción y refinamiento de los procedimientos experimentales llevados a cabo 
con animales vivos.  
Por el contrario, el resto de trabajos bibliográficos citados describen la generación de 
anticuerpos a partir de la inmunización de animales vivos. En este caso, cuando se activa el 
sistema inmune de estos organismos tiene lugar un proceso de maduración de la afinidad 
mediante hipermutación somática y selección de linfocitos con receptores de mayor afinidad. 
De esta forma, se obtienen de manera natural variantes de anticuerpos con capacidad de unión 
al antígeno. Por tanto, no es de extrañar que la menor sensibilidad alcanzada en el 
inmunoensayo con los fago-anticuerpos dAb8E y dAb4B sea consecuencia de haber 
reemplazado el uso de animales de experimentación por genotecas sintéticas. En este sentido, 
gracias a que se conocen las secuencias nucleotídicas de los anticuerpos obtenidos mediante 
técnicas recombinantes, se puede mejorar la afinidad de los fragmentos de anticuerpos 
seleccionados mediante estrategias de maduración in vitro. De esta forma, a partir de los clones 
obtenidos en este trabajo, existen diferentes alternativas para generar librerías de segunda 
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generación para introducir variabilidad genética como técnicas de mutagénesis al azar 
(error-prone PCR) o dirigida, o mediante el intercambio de las regiones de las CDRs. La 
selección mediante biopanning de fragmentos de anticuerpos de la librería resultante, 
frecuentemente produce clones con una mayor afinidad (Hoogenboom, 2005; Kobayashi y 
Oyama, 2011; Pande et al., 2010; Teixeira y Gonzalez-Pajuelo, 2018; Yuan et al., 2006). Además, 
dado que los dAbs presentan un menor número de CDRs en comparación con una 
inmunoglobulina completa, también se puede incrementar su afinidad por la molécula diana 
produciendo estructuras que imiten a la molécula de IgG, como la fusión de varios anticuerpos 
de dominio único entre sí o empleando una región Fc que aporte mayor estabilidad a la 
estructura (Bannas et al., 2017; Gonzalez-Sapienza et al., 2017; Hassanzadeh-Ghassabeh et al., 
2013). 
Dentro de los posibles tratamientos para la enfermedad celiaca, se está investigando en la 
posibilidad de producir pequeñas variaciones en las secuencias de aminoácidos para cultivar 
variedades trigo con un contenido reducido en epítopos inmunogénicos (Gil-Humanes et al., 
2014; Jouanin et al., 2018; Shewry y Tatham, 2016). En este contexto, algunos autores 
proponen desarrollar inmunoensayos con capacidad de cuantificar la presencia de epítopos 
inmunogénicos presentes en el alimento y no únicamente el contenido total de gluten. De esta 
manera, se proporcionaría a los consumidores un etiquetado más preciso con relación al 
potencial nocivo del gluten presente en los alimentos, y se podría ampliar el acceso a una nueva 
clase de productos alimenticios seguros para los pacientes celiacos. Además, sería interesante 
poder actualizar los métodos de detección en función del avance de los conocimientos 
científicos sobre nuevos epítopos relevantes de las prolaminas para los cuales no se disponga 
de anticuerpos específicos (Bruins-Slot et al., 2016; Röckendorf et al., 2017). En este sentido, 
es necesario seguir trabajando en el desarrollo de nuevas tecnologías sencillas, rápidas y 
económicas para la obtención de anticuerpos frente a epítopos inmunogénicos del gluten que 
presenten una adecuada sensibilidad y especificidad para proporcionar resultados 
consistentes sobre el contenido de gluten en alimentos. 
Con este trabajo, se ha conseguido demostrar que es factible obtener fragmentos de 
anticuerpos específicos frente al gluten a partir de una genoteca sintética, empleando para el 
proceso de selección un péptido sintético formado por repeticiones de aminoácidos presentes 
en las regiones más inmunogénicas de las prolaminas. Por lo tanto, la metodología propuesta 
en este trabajo supone una alternativa sencilla y rápida para la producción heteróloga de 
fragmentos de anticuerpos específicos frente al gluten que no requiere del uso de animales de 
experimentación. Además, los fago-anticuerpos obtenidos se aplicaron exitosamente en 
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técnicas inmunoenzimáticas para la detección de gluten en alimentos. Sin embargo, sería 
necesario mejorar la aplicabilidad de los anticuerpos obtenidos mediante técnicas de 
ingeniería genética para producir la maduración in vitro de su afinidad o incluir modificaciones 
funcionales que permitieran reducir los límites de detección alcanzados. 
IV. 4. OBTENCIÓN DE VECTORES DE EXPRESIÓN PARA LA PRODUCCIÓN EN LA 
LEVADURA METILOTRÓFICA Pichia pastoris DE ANTICUERPOS RECOMBINANTES 
(dAb) FRENTE AL GLUTEN CON PROPIEDADES LUMINISCENTES 
Los sistemas de expresión procariotas, especialmente Escherichia coli, son uno de los 
métodos más empleados para la producción de fragmentos de anticuerpos recombinantes 
(Gupta y Shukla, 2017). Sin embargo, estos sistemas presentan algunas limitaciones como su 
incapacidad para generar modificaciones post-traduccionales, el bajo rendimiento para 
producir ciertas proteínas eucariotas, la posibilidad de contaminación de la proteína 
recombinante con endotoxinas bacterianas o su acumulación como cuerpos de inclusión. 
Además, el ambiente reductor del citoplasma bacteriano impide la formación de puentes 
disulfuro necesarios para que se produzca el correcto plegamiento de las cadenas ligeras y 
pesadas de las inmunoglobulinas (Baral y Arbabi-Ghahroudi, 2012; Liu y May, 2012). Si bien 
este hecho puede solventarse expresando los anticuerpos fusionados a un péptido líder que 
dirija la expresión de las proteínas al espacio periplásmico, donde el ambiente es más 
oxidativo, frecuentemente se recurre al empleo de sistemas de expresión eucariotas que 
mejoren la producción del anticuerpo recombinante. 
Multitud de sistemas eucariotas se han empleado con éxito para la producción de 
anticuerpos de dominio único, como por ejemplo levaduras, hongos filamentosos, plantas 
transgénicas o células de mamífero e insecto (Agrawal et al., 2012; Bazl et al., 2007; de Buck et 
al., 2012; de Marco, 2015; Joosten et al., 2003; Liu et al., 2018). La levadura metilotrófica Pichia 
pastoris (Komagataella phaffi) posee la habilidad de utilizar metanol como única fuente de 
carbono y energía, y es por tanto ampliamente utilizada gracias a la disponibilidad del 
promotor de la enzima alcohol oxidasa (AOX), que es uno de los más fuertemente inducibles y 
regulables por la presencia de metanol en el medio (Serrano-Rivero et al., 2016). Esta levadura 
presenta la ventaja de que puede realizar modificaciones post-traduccionales (glicosilación, 
formación de puentes disulfuro o procesamiento proteolítico), pero mantiene a la vez algunos 
beneficios de los sistemas procariotas como facilidad de manipulación genética, rápido 
crecimiento celular, procesos de fermentación escalables y bajo coste de producción (Daly y 
Hearn, 2005; Nylen y Chen, 2018). Además, P. pastoris puede expresar las proteínas 
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recombinantes en el medio intracelular o secretarlas al medio de cultivo, lo que facilita las 
etapas posteriores de purificación gracias a que secreta bajas cantidades de proteínas 
endógenas. Otra de las características que hacen de esta levadura un organismo ideal para la 
expresión de proteínas recombinantes es que puede integrar múltiples copias de ADN externo 
en su genoma, produciendo transformantes estables. Por otro lado, como posibles 
inconvenientes en el empleo de P. pastoris, cabe citar que no sintetiza chaperonas (implicadas 
en el plegamiento de ciertas proteínas), y que puede producir la hiperglicosilación de la 
proteína (Damasceno et al., 2012; de la Cruz, 2017).  
Teniendo en cuenta las consideraciones anteriormente expuestas, el último objetivo de esta 
Tesis Doctoral consistió en la obtención de vectores de expresión para producir anticuerpos 
de dominio único (dAbs) fusionados genéticamente a proteínas con propiedades luminiscentes 
en la levadura P. pastoris. Esta medida tiene como finalidad mejorar la funcionalidad de los 
dAbs obtenidos en el Capítulo III.4 (pág. 103) para la detección de gluten en alimentos, ya que 
demostraron una aplicabilidad limitada cuando se emplearon en la técnica de ELISA 
fusionados a la proteína pIII del fago filamentoso M13 (Morino et al., 2001). 
En este sentido, algunos autores han demostrado mejoras en los límites de detección de los 
ELISA convencionales al emplear anticuerpos marcados con moléculas y proteínas 
fluorescentes en los ensayos denominados FLISA (Fluorescence-Linked ImmunoSorbent Assay) 
(Sakamoto et al., 2011; Yang et al., 2014). Además, la disponibilidad de la secuencia 
nucleotídica de los anticuerpos permite incluir grupos funcionales a través de su fusión 
genética con proteínas marcadoras u otras moléculas como biotina con una estequiometría 
definida y en posiciones específicas. Esta estrategia supone una gran ventaja frente a los 
métodos de conjugación química, ya que estos últimos pueden modificar el sitio de 
reconocimiento del epítopo y no permiten producir reactivos uniformes utilizables con fines 
cuantitativos por la dificultad de controlar el número de moléculas incorporadas (Kusharyoto 
et al., 2018).  
Algunas de las proteínas marcadoras más empleadas son las luciferasas, enzimas que tienen 
la propiedad de generar luz durante la reacción de oxidación del sustrato. Dos de las luciferasas 
mejor caracterizadas son las denominadas Firefly y Renilla, enzimas intracelulares que 
emplean como sustrato la luciferina y la coelenteracina, respectivamente (Liu et al., 1997; Sherf 
et al., 1996; Venisnik et al., 2007; Verma et al., 2014). Dentro del grupo de las luciferasas que 
son secretadas de forma natural se encuentra Gaussia princeps, que fue aislada de las glándulas 
de una subclase de crustáceos marinos de pequeño tamaño. Este tipo de luciferasas han sido 
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ampliamente estudiadas dado que permiten detectar su presencia en el medio de cultivo sin 
necesidad de lisar las células (Knappskog et al., 2007; Thompson et al., 1989; Venisnik et al., 
2007; Verhaegent y Christopoulos, 2002). Recientemente, la casa comercial Invivogen (San 
Diego, CA, EEUU) ha producido una luciferasa sintética, exitosamente secretada por células 
mamíferas, que exhibe una mayor intensidad de luminiscencia en comparación con las 
luciferasas naturales (Invivogen, 2012). 
Otro grupo de proteínas ampliamente utilizado para producir anticuerpos marcados son las 
proteínas con propiedades fluorescentes ya que presentan la ventaja de que no necesitan el 
uso de cofactores o sustratos para generar luz (Scott et al., 2018). La primera proteína 
fluorescente aislada fue la GFP (green fluorescent protein). Sin embargo, el posterior 
descubrimiento de proteínas fluorescentes que emiten luz a longitudes de onda diferentes de 
la GFP ha permitido desarrollar ensayos con capacidad de monitorizar varios eventos a la vez 
(Rodrigues et al., 2001). Las proteínas rojas fluorescentes (RFP) surgieron con el 
descubrimiento de la proteína DsRed y, debido a que tiende a formar tetrámeros, se ha 
trabajado en el desarrollo de proteínas monoméricas derivadas de DsRed con propiedades 
mejoradas (Figura 16) (Bevis y Glick, 2002; Shaner et al., 2008; Shrestha y Deo, 2006; Strack 
et al., 2008). 
Entre la extensa variedad de proteínas marcadoras que exhiben propiedades luminiscentes, 
en este trabajo de investigación se seleccionaron la luciferasa sintética Lucia y las proteínas 
rojas fluorescentes denominadas DsRed-Express2 y mCherry, para obtener proteínas 
quiméricas de los anticuerpos frente al gluten dAb8E y dAb4B (Figura 16). 
Para llevar a cabo este último objetivo, se empleó un plásmido aceptor derivado del vector 
pPICzαB, utilizado para producir proteínas recombinantes expresadas en el medio extracelular 
de P. pastoris ya que contiene la señal pre-pro del factor alfa de S. cerevisiae, que dirige la 
expresión de la proteína hacia la ruta secretora de la levadura (Lin-Cereghino et al., 2013). 
Además, este vector incorpora un epítopo c-myc y una cola de polihistidina en el extremo 
C-terminal de la proteína que facilitan el proceso de purificación y la determinación de su nivel 
de expresión. Los principales elementos reguladores del plásmido seleccionado (promotor 
AOX y péptido pre-pro del factor alfa) han demostrado una alta eficiencia para la secreción de 
proteínas fluorescentes, tal y como demostraron Obst et al. (2017) tras la comparación de los 
niveles de secreción de 124 construcciones diferentes que expresaban las proteínas RFP y 
γEGFP. 
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Figura 16. Familia de proteínas fluorescentes derivadas de DsRed. Los círculos muestran el color de longitud de onda de excitación/emisión de la proteína. Las dos 
proteínas seleccionadas en este trabajo de investigación están resaltadas (adaptado de la base de datos FPbase, www.fpbase.org). 
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En primer lugar, se clonaron las secuencias codificantes de los fragmentos de anticuerpo 
dAb8E y dAb4B a partir de la información genética contenida en el fagémido pR2 de ambos 
clones. Los nuevos plásmidos generados se transformaron en células competentes de 
P. pastoris y se seleccionaron clones individuales para verificar mediante dot blot que fueran 
productores de los dAbs solubles. Como puede observarse en la Figura 3A (pág. 149), los 
sobrenadantes obtenidos de la inducción a pequeña escala de 5 clones de cada transformación 
mostraron una coloración intensa al revelar la membrana con un anticuerpo anti-c-myc. 
Además, se confirmó mediante Western blot que la proteína reconocida por este anticuerpo 
tenía un peso molecular próximo al tamaño esperado para un dAb (15 kDa) Figura 3B 
(pág. 149). Por tanto, estos resultados indicaron que P. pastoris fue capaz de secretar 
eficazmente los fragmentos de anticuerpo solubles.  
Con el fin mejorar la aplicabilidad de los dAbs seleccionados, se construyeron seis plásmidos 
adicionales para fusionar los anticuerpos a las proteínas marcadoras Lucia, DsRed-Express2 y 
mCherry en su extremo C-terminal. Cuando se producen proteínas de fusión es necesario 
incluir un espaciador o linker de composición y longitud adecuadas para favorecer el 
plegamiento independiente de cada una de las partes. En este trabajo se seleccionó el 
espaciador (Gly4Ser)2 dado que otros autores lo han empleado con éxito para obtener 
construcciones similares (Huang y Shusta, 2006; Kusharyoto et al., 2018; Sakamoto et al., 
2011). La secuenciación de los vectores obtenidos en este trabajo permitió comprobar la 
correcta orientación de los insertos y el mantenimiento del marco de lectura. La Tabla 2 
(pág. 146) recoge los vectores de expresión construidos y la Figura 2 (pág. 148) ilustra su 
composición y las secuencias aminoacídicas de las proteínas que codifican.  
Un total de 24 clones de cada una de las transformaciones quiméricas dAb-Lucia se 
indujeron a pequeña escala y los sobrenadantes se analizaron mediante la adición de 
QUANTI-Luc™, un reactivo optimizado para detectar en el medio la presencia de la luciferasa 
Lucia y otras enzimas similares que usen la coelenteracina como sustrato. Por tanto, la 
intensidad de luz emitida será directamente proporcional al nivel de expresión de la proteína 
recombinante. Los valores de luminiscencia registrados en los sobrenadantes de estos clones 
mostraron intensidades muy superiores en comparación con los sobrenadantes de clones 
transformados con las proteínas de la familia RFP (Figura 4A pág. 150). Por tanto, los 
resultados demostraron que P. pastoris fue capaz de secretar proteínas con actividad 
luciferasa, aunque sería necesario realizar un estudio más amplio para comprobar la identidad 
completa de la proteína recombinante y evaluar si el anticuerpo mantiene la capacidad de 
reconocimiento del antígeno. 
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De forma análoga, se evaluaron los sobrenadantes de los clones transformados con las dos 
proteínas rojas fluorescentes seleccionadas. Cabe mencionar que en este caso, durante el 
segundo y tercer día de inducción con metanol se observó visualmente un cambio de color 
hacia tonalidades rojizas en las células y sobrenadantes de algunos de los clones. La 
comparación de los niveles de fluorescencia entre el medio de cultivo y los sobrenadantes 
centrifugados (sin células), puso de manifiesto que los dAbs fusionados a la proteína mCherry 
parecían secretarse correctamente al medio de cultivo de P. pastoris. Sin embargo, el nivel de 
secreción de las quimeras dAb-DsRedExpress2 fue significativamente menor, dado que los 
valores de fluorescencia registrados en los sobrenadantes de estos clones fueron 
prácticamente indetectables (Figura 4B-D pág. 150). 
En este sentido, se ha descrito que la secreción de proteínas heterólogas en P. pastoris puede 
conducir a la acumulación de la proteína recombinante en el interior celular a pesar de ir 
precedida de un péptido líder como la señal pre-pro del factor alfa. En este caso, la proteína 
expresada suele quedarse retenida en el retículo endoplásmico o en el aparato de Golgi, 
orgánulos celulares implicados en la ruta de secreción de la levadura, originando el efecto 
conocido como “cuello de botella” que disminuye enormemente la producción extracelular de 
la proteína (Figura 17) (Lin-Cereghino et al., 2013; Obst et al., 2017). 
 
Figura 17. La levadura Pichia pastoris puede expresar proteínas recombinantes de manera intracelular o 
extracelular. La ruta de secreción involucra el paso de las proteínas por diferentes orgánulos celulares, 
como el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi, lo que ofrece la posibilidad de obtener proteínas con 
modificaciones post-traduccionales pero también puede dar lugar al efecto de “cuello de botella” que 
bloquea la ruta de secreción. 
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La inducción de volúmenes más grandes de un clon de P. pastoris transformado con la 
proteína de fusión dAb8E-mCherry permitió purificar mediante una columna de afinidad de 
níquel cantidades de proteína suficientes para realizar una mejor caracterización de esta 
proteína. La separación electroforética de las fracciones obtenidas tras la purificación y su 
posterior análisis por Western blot, evidenció la presencia de una banda proteica del tamaño 
esperado (aproximadamente 41,6 kDa) satisfactoriamente reconocida por el anticuerpo 
anti-HisTag (Figura 5A pág. 151). Además, la solución resultante de unificar y dializar las 
diferentes fracciones, mostró un intenso color morado sin formación aparente de agregados 
insolubles. El análisis mediante espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF de la banda del gel 
de poliacrilamida confirmó la identidad de la proteína quimérica, ya que los péptidos 
reconocidos pertenecieron tanto al dAb8E (incluyendo la secuencia del CDR2) como a la 
mCherry, cubriendo en conjunto un 30 % de la secuencia proteica (Figura 5B-C pág. 151). Para 
evaluar el rendimiento de la producción, se cuantificó la concentración de proteína purificada 
con un kit comercial basado en patrones de concentración conocida de albúmina sérica bovina 
(BSA). Los 150 mL de sobrenadante obtenidos proporcionaron un total de 13 mg de proteína, 
lo que supuso un rendimiento de 86 mg/L. Generalmente, P. pastoris es capaz de producir 
grandes cantidades de proteína recombinante, llegando incluso al orden de g/L en algunos 
estudios. Cabe mencionar que no se ha encontrado ningún trabajo publicado que describa la 
producción de un fragmento de anticuerpo fusionado a la proteína mCherry empleando como 
sistema de expresión la levadura P. pastoris. Tras la revisión bibliográfica de trabajos similares 
donde se describe el empleo de E. coli, S. cerevisiae o células de mamífero e insecto para la 
producción de fragmentos de anticuerpo fusionados a proteínas fluorescentes (Huang y 
Shusta, 2006; Kusharyoto et al., 2018; Markiv et al., 2011; Peipp et al., 2004; Sakamoto et al., 
2010), se concluyó que el rendimiento obtenido al emplear P. pastoris fue superior al declarado 
en el resto de publicaciones. 
Por último, para evaluar la aplicabilidad del anticuerpo fluorescente dAb8E-mCherry para 
el análisis de gluten en alimentos, se analizaron diluciones del patrón de gliadina-PWG. A pesar 
de que en el formato de ELISA empleado no resultó posible basar la medida en el nivel de 
fluorescencia generado por el anticuerpo, se consiguió alcanzar un LOD de 3 µg/mL de gliadina 
cuando se reveló el inmunoensayo con el anticuerpo secundario anti-HisTag (Figura 5D 
pág. 151). Estos resultados demostraron que P. pastoris fue capaz de producir dAbs fusionados 
a la proteína fluorescente mCherry que mantienen la funcionalidad de ambas proteínas. Sin 
embargo, con la plataforma de ELISA utilizada no se ha conseguido mejorar la sensibilidad 
alcanzada en experimentos anteriores con el fago-anticuerpo dAb8E (LOD 0,01 µg/mL de 
gliadina-PWG). 
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Por tanto, es necesario seguir trabajando en esta línea de investigación para mejorar los 
anticuerpos ya obtenidos o seleccionar otros nuevos que presenten mayor afinidad hacia las 
proteínas del gluten. En este sentido, sería interesante disponer de vectores de expresión 
universales que pudieran incorporar fragmentos de anticuerpo obtenidos en experimentos 
futuros del grupo de investigación. Con el propósito de intercambiar la secuencia nucleotídica 
del anticuerpo en el plásmido que expresa la proteína dAb8E-mCherry (pMJA304) por otro 
inserto diferente, sería necesario digerir el vector con las enzimas PstI/NotI. No obstante, esta 
estrategia no podría realizarse debido a que la secuencia que codifica para la proteína mCherry 
presenta un sitio de restricción PstI interno. Por ello, se modificó mediante mutagénesis 
dirigida la identidad de uno de los nucleótidos de esta región para obtener el nuevo plásmido 
pMJA304m (Figura 6 pág. 152). De esta manera, el nuevo plásmido generado podría digerirse 
con las enzimas PstI/NotI para eliminar mediante electroforesis el inserto dAb8E y poder 
clonar otras secuencias fusionadas a la proteína mCherry. 
El empleo de los vectores de expresión generados en este trabajo de investigación abre la 
posibilidad al diseño de nuevas técnicas de análisis que permitan hacer uso de las propiedades 
de los anticuerpos quiméricos fusionados a la luciferasa Lucia y a las proteínas rojas 
fluorescentes mCherry y DsRed-Express2 para la detección de gluten en alimentos. Además, la 
construcción de vectores similares en los que se intercambien estas proteínas fluorescentes 
por otras con espectros de excitación/emisión diferentes, como las proteínas verdes (GFP, 
EGFP o Sapphire), azules (BFP, mCerulean o mKalama) o amarillas (mBanana, mCitrine o 
mVenus), daría lugar a una potente plataforma para generar una amplia gama de anticuerpos 
fluorescentes que permitan el desarrollo de ensayos con capacidad de detección de múltiples 
dianas. 
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Primera. La técnica de amplificación dependiente de ligasa de múltiples sondas (MLPA) ha 
permitido la detección múltiple y específica de ADN procedente de diferentes especies 
vegetales con potencial alergénico en los alimentos. El sistema MLPA de semillas diseñado en 
la región espaciadora interna de la transcripción (ITS) del ARN ribosómico permitió detectar 
simultáneamente la presencia de girasol, amapola, lino, sésamo y soja con un límite de 
detección (LOD) de 10 mg/kg. Por otra parte, el sistema MLPA de cereales diseñado en la 
región ITS de avena y cebada, y en los genes de la glutenina del trigo y la ω-secalina de centeno, 
identificó la presencia simultánea de hasta 50 mg/kg de estos cuatro cereales de declaración 
obligatoria en el etiquetado de alérgenos. 
Segunda. El análisis de una amplia variedad de productos comerciales mediante los dos 
sistemas de MLPA desarrollados, y la posterior confirmación de los resultados por PCR en 
tiempo real, puso de manifiesto la presencia de alérgenos no declarados en más de un 30 % de 
las muestras analizadas, demostrando la aplicabilidad de esta novedosa metodología para la 
detección múltiple de alérgenos alimentarios. 
Tercera. La técnica de PCR en tiempo real con cebadores específicos y sonda Taqman 
diseñados en la región ITS del ARN ribosómico de trigo, cebada y centeno ha permitido la 
detección conjunta de ADN procedente de las tres principales especies de cereales con gluten 
en los alimentos con un LOD en el intervalo de 10-50 mg/kg, equivalente a una concentración 
teórica de gluten de entre 1-5 mg/kg. El análisis de una amplia muestra de productos 
comerciales y la posterior validación de los resultados con el inmunoensayo de ELISA basado 
en el anticuerpo monoclonal R5, puso de manifiesto la capacidad de la técnica de PCR en tiempo 
real para discriminar productos con alérgenos no declarados que podrían superar el límite 
legal de 20 mg/kg de gluten, así como para confirmar los alimentos libres de gluten.  
Cuarta. Se han obtenido por primera vez sondas de afinidad específicas frente al gluten a partir 
de una genoteca no inmune de anticuerpos de dominio único (dAbs). El fago-anticuerpo dAb8E, 
se ha empleado con éxito en un método de ELISA indirecto para la detección específica de 
gluten procedente de trigo, cebada y centeno, alcanzándose un LOD de 20 mg/kg de gluten. 
Esta estrategia de obtención de anticuerpos es congruente con la normativa actual sobre 
protección de animales de experimentación, por lo que representa una interesante alternativa 
al desarrollo de anticuerpos mediante métodos dependientes de inmunización in vivo.  
V. CONCLUSIONES  
212 
 
Quinta. Los vectores de expresión obtenidos para la producción de anticuerpos de dominio 
único frente al gluten fusionados genéticamente a la luciferasa Lucia y a las proteínas rojas 
fluorescentes mCherry y DsRed-Express2, han permitido evaluar el nivel de secreción de 
dichas proteínas recombinantes, siendo este trabajo el primer estudio que describe la 
producción de este tipo de anticuerpos quiméricos empleando la levadura Pichia pastoris. 
Estos anticuerpos abren la posibilidad al diseño de nuevas plataformas analíticas para la 
determinación de gluten en alimentos.  
Sexta. Las metodologías analíticas desarrolladas en este trabajo de investigación basadas en el 
análisis de ADN y de proteínas de especies alergénicas de origen vegetal, han demostrado ser 
potentes herramientas que pueden emplearse para garantizar la trazabilidad de los productos 
comercializados, detectar posibles fraudes alimentarios y verificar el cumplimiento de la 
normativa de etiquetado de ingredientes alergénicos para proteger la salud de los 
consumidores sensibles. 
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First. The multiplex ligation-dependent probe amplification technique has enabled multiple 
and specific detection of DNA from different plant species with allergenic potential in foods. 
The seeds MLPA system, designed in the internal transcribed spacer (ITS) region from 
ribosomal RNA, allowed simultaneous detection of sunflower, poppy, flaxseed, sesame and soy 
with a limit of detection (LOD) of 10 mg/kg. On the other hand, the cereals MLPA system, 
designed in oats and barley ITS region and in wheat glutenin and rye ω-secalin genes, identified 
the simultaneous presence of up to 50 mg/kg of these four cereals that must be declared in 
allergen labelling. 
Second. The analysis of a wide variety of commercial food products by means of the two MLPA 
systems developed, and the subsequent confirmation of the results by real-time PCR, revealed 
the presence of undeclared allergens in more than 30 % of the analysed samples, proving the 
applicability of this novel methodology for multiple detection of food allergens. 
Third. The real-time PCR technique with specific primers and Taqman probe designed in the 
ribosomal RNA ITS region of wheat, barley and rye has allowed concurrent detection of DNA 
from the three main gluten containing-cereal species in foods with a LOD in the range of 
10-50 mg/kg, equivalent to a theoretical gluten concentration of 1-5 mg/kg. Analysis of a broad 
selection of commercial food products and subsequent validation of the results by means of 
the R5 monoclonal antibody-based ELISA revealed the ability of the real-time PCR technique 
to discriminate products with undeclared allergens that could exceed the legislated limit of 
20 mg/kg of gluten, as well as to confirm gluten-free foods. 
Fourth. Gluten-specific affinity probes have been obtained for the first time from a naïve 
library of single-domain antibodies (dAbs). The phage-antibody dAb8E has been successfully 
employed in an indirect ELISA method for the specific detection of gluten from wheat, barley 
and rye, achieving a LOD of 20 mg/kg of gluten. This antibody production strategy is congruent 
with current regulations on the protection of experimental animals and therefore represents 
an interesting alternative to antibodies produced by using in vivo immunization methods. 
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Fifth. The expression vectors obtained for the production of single domain antibodies against 
gluten genetically fused to the Lucia luciferase and the red fluorescent proteins mCherry and 
DsRed-Express2, have enabled to evaluate the secretion level of these recombinant proteins, 
resulting in the first study describing the production of this class of chimeric antibodies using 
the yeast Pichia pastoris. These antibodies open the possibility to design new analytical 
platforms for gluten analysis in foods.  
Sixth. The analytical methodologies developed in this work, based on the analysis of both DNA 
and protein from allergenic plant species, have proven to be powerful tools which may be used 
to guarantee traceability of marketed products, detect possible food frauds and verify 
compliance with allergen labelling regulations to ensure protection of sensitive consumers. 
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Incremento de la sensibilidad de los anticuerpos recombinantes obtenidos frente al 
gluten mediante técnicas de maduración in vitro de la afinidad 
Como continuación de la presente Tesis Doctoral, se propone mejorar la afinidad de los 
anticuerpos seleccionados gracias a la ventaja que ofrece la tecnología de anticuerpos 
recombinantes de disponer de las secuencias que codifican para los dAbs obtenidos. Para este 
propósito, existen diferentes estrategias de ingeniería genética encaminadas principalmente a 
la modificación de las regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) del anticuerpo, 
como la mutagénesis al azar, la mutagénesis dirigida o el intercambio de CDRs completas. La 
elección de una estrategia u otra, se basará en un estudio preliminar de la interacción de los 
dAbs con su molécula diana, para lo que se determinarán los epítopos reconocidos por los 
anticuerpos y los residuos de las CDRs implicados en dicha unión. 
Con este fin, se propone el empleo de las librerías de péptidos Ph.D.TM-7 y Ph.D.TM-12 
comercializadas por New England Biolabs (Ipswich, MA, EEUU), que están basadas en 
genotecas combinatoriales de heptapéptidos y dodecapéptidos aleatorios fusionados a la 
proteína de recubrimiento menor pIII del fago M13 mediante el espaciador Gly4Ser (Rami et 
al., 2017). Mediante la realización de rondas de selección por afinidad de estas librerías frente 
a los anticuerpos dAb8E y dAb4B, será posible identificar los epítopos que reconocen a través 
del análisis de las secuencias genómicas de los fagos recuperados en el proceso. Una vez 
conocidos los epítopos, se analizarán las secuencias de las prolaminas y glutelinas disponibles 
en las bases de datos para identificar las fracciones proteicas del gluten que podrían ser 
reconocidas. Asimismo, se utilizarán técnicas de fraccionamiento cromatográfico, Western blot, 
ELISA y MALDI-TOF/TOF para confirmar los resultados teóricos obtenidos. 
Para definir el mecanismo de acción de los anticuerpos e identificar su parátopo, será 
necesario disponer de su estructura tridimensional. En los últimos años se han desarrollado 
varios servidores gratuitos para realizar el modelado molecular de anticuerpos in silico: Rosie 
(http://rosie.graylab.jhu.edu/), Rosetta (www.rosettacommons.org), PiGS (http://circe. 
med.uniroma1.it/pigs/), etc. La Figura 18 muestra los modelos teóricos obtenidos con el 
servidor Rosetta para los clones dAb8E y dAb4B, así como para uno de los clones descartados 
por generar reactividad cruzada con otras especies heterólogas (dAb1H). La comparación 
entre estos modelos permitirá realizar hipótesis sobre el tipo de interacciones que se producen 
entre el anticuerpo y el antígeno. Una vez que se disponga de la secuencia concreta del epítopo 
reconocido, estos servidores también permitirán realizar estudios de docking o de 
acoplamiento computacional del complejo antígeno-anticuerpo para predecir los residuos del 
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anticuerpo implicados en la unión (Pedotti et al., 2011). Teniendo en cuenta los datos 
obtenidos de estos modelos teóricos, se diseñarán estrategias para mejorar la afinidad de los 
anticuerpos dAb8E y dAb4B con el fin de incrementar la sensibilidad de la técnica. Además, 
conocer los epítopos y las fracciones proteicas del gluten reconocidos por los anticuerpos, 
permitirá aplicar factores de corrección más apropiados para convertir los valores de 
absorbancia generados en los inmunoensayos con el contenido de gluten de la muestra. 
Obtención de anticuerpos recombinantes frente al gluten procedentes de una genoteca 
construida a partir del suero de pacientes celiacos 
Otra propuesta para obtener anticuerpos monoclonales con características analíticas 
mejoradas, consistirá en seleccionar nuevos fragmentos de anticuerpos a partir de una 
genoteca inmune de fago-anticuerpos en sustitución de la genoteca sintética empleada en esta 
Tesis Doctoral. Dado que no se dispone comercialmente de este tipo de librerías específicas, en 
primer lugar se llevará a cabo la construcción de una genoteca de anticuerpos recombinantes 
a partir de linfocitos de sangre periférica (PBLs) de pacientes celiacos (Frenzel et al., 2014). 
Con este propósito, nuestro grupo de investigación ha contactado con profesionales del 
Hospital Universitario Fundación Jiménez Díaz para colaborar estrechamente en la 
consecución de este objetivo. En primer lugar, se identificarán los donantes apropiados para 
este estudio mediante análisis serológicos y genéticos. Se seleccionarán un total de 2 o 3 
individuos de cada uno de los siguientes grupos: pacientes celiacos diagnosticados (grupo CD) 
y pacientes celiacos que no han experimentado mejoras tras llevar una dieta libre de gluten 
(grupo GF-CD), es decir, individuos que presentan enfermedad celiaca refractaria (Al-Bawardy 
et al., 2017; Vivas y Ruiz, 2008). En colaboración con el hospital, y con consentimiento 
informado de los candidatos, se obtendrá el material biológico (suero y sangre) de aquellos 
pacientes que presenten títulos elevados de anticuerpos anti-gliadina y anti-tTG 
(transglutaminasa tisular). Para asegurar la diversidad y complejidad de la genoteca, se 
extraerán entre 100 y 200 mL de sangre de cada donante y se purificará la fracción de PBLs 
con el kit comercial Lymphoprep™ (STEMCELL Technologies, Canadá). Una vez aislado el ARN 
de cada muestra, se determinará su integridad y se generará el ADN complementario (ADNc). 
A partir de este material genético se obtendrán mediante PCR con cebadores específicos los 
genes correspondientes a las cadenas pesadas (VH) y ligeras (VL) de los isotipos más relevantes 
(IgG e IgA). El repertorio de fragmentos de ADN resultante se clonará en vectores de expresión 
procariotas (fagémidos) para obtener una genoteca de Fabs (VL-CL + VH-CH1) capaz de mantener 
y expresar cada una de las combinaciones posibles. El conjunto de fagémidos obtenido se 
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transformará en E. coli mediante electroporación, constituyendo así la genoteca de anticuerpos 
recombinantes. La infección de dichas bacterias con fagos M13 defectivos, dará lugar a la 
generación de amplias colecciones de partículas virales en las que cada clon exprese en su 
superficie un anticuerpo determinado y puedan someterse a rondas de selección para obtener 
anticuerpos recombinantes con afinidad por diferentes proteínas o péptidos inmunogénicos 
del gluten. La Figura 19 muestra un esquema del procedimiento descrito. 
Previsiblemente, esta genoteca de fago-anticuerpos obtenida a partir de donantes 
inmunizados, permitirá el aislamiento de anticuerpos que presenten una mayor especificidad 
y afinidad hacia las proteínas del gluten, ya que asegura la obtención de anticuerpos que han 
sido somáticamente madurados frente al antígeno. 
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Figura 18. Modelado de los anticuerpos de dominio único (dAbs) frente al gluten obtenidos en esta Tesis 
Doctoral empleando el servidor Rosetta. 
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Figura 19. Esquema metodológico para la generación de una genoteca de fago-anticuerpos a partir de donantes celiacos para la obtención de anticuerpos recombinantes 
frente al gluten (adaptada de Diebolder y Krawczyk, 2017).
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